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RESUMEN.

El estudio sobre la funcién de las subunidades *supemumerarias” en el complejo Il
de eucariontes tiene a la fecha gran relevancia. Existen trabajos realizados con
reactivos de entrecruzamiento como carbodiimidas solubles con los cuales se ha podido
sugerir [a probable participacién de fas subunidades de bajo peso molecular como la
subunidad VIl durante la transferencia de electrones en e! complejo be, asf como los
sitios de interacclén entre los citocromo ¢, y ¢ soluble (Gutweniger y col, 1983; Gonzélez-
Halphen y col, 1988 y Broger y coi, 1980).

De la misma manera, se han reportado estudios en los cuales se propone cuéles son
las subunidades, de otros complejos respiratorios como el complejo IV (citocrome
oxidasa), que interaccionan con el citocromo ¢ durante la transferencia de electrones
(Bisson y Montecucco, 1982).

Tomando en cuenta que a lo largo del tiempo se han utilizado en gran medida
técnicas bioquimicas para presentar evidencias a este respecto, recientemente algunos
grupos de investigacién han comenzado a utilizar técnicas de tipo inmunoquimico con las
cuales se ha podido sugerir la importancia de dichas subunidades en el comptlejo Il
mitocondrial. Estos trabajos han sido realizados con anticuerpos especificos dirigidos
contra las subunidades de interés (en estos casos la subunidad VI y citocromos by c,
de corazén de bovino y Rhodopseudomonas sphaeroides) obleniendo una comparacién
de las inhibiciones de la actividad del complejo con las cuales se puede sugerir la
importancia de tales subunldades en la composicién del complejo.

De acuerdo a los estudios anteriormente mencionados, el objetivo del presente

trabajo se centré en realizar un estudio inmunoquimico {con anticuerpos espacificos



contra las subunidades de alto peso molecular del complejo be,) con el fin de
proporcionar una evidencia inmunoquimica que apoyara los estudios realizados acerca
de como y en qué grado participan cada una de estas subunidades en la actividad del
complejo, asi como obtener anticuerpos especificos contra fa subunidad VIIl.pura para
corroborar al funcién sugerida acerca de su papel durante !a transferencia de electrones.
Para responder a esas preguntas, se realizaron mediciones del complejo be,
delipidado utilizando cada uno de los anticuerpos correspondientes asi como
preparaciones de lgG purasy fragmentos Fab evaluando la reaccién antigeno-anticuerpo
por medio de la técnica de ELISA y por medio de la inhibicién de la
actividad del complejo expresada en pmolas de cit ¢ reducido/min/mg de proteina.
Los resultados obtenidos mostraron una inhibicién de ta actividad mayor cuando el
complejo fué incubado en presencia de anticuerpos especificos contra las subunidades
ubicadas hacia la matriz mitocondrial (subunidades |, Il y VI). Estos datos
sugieren que el sitio Q; es més sensible al bloqueo por anticuerpos que e sitio Q, lo cual
es consistente con datos anteriormente reportados para e! complejo be, de levadura

(Japa y col, 1987).



1. INTRODUCCION,

1. La cadena resplratoria mitocondrial.

A lo fargo de! tiempo, diversos grupos de investigadores se han dado a la tarea de
estudiar cudles son los mecanismos utilizados por los complejos respiratorios para lievar
a cabo la transferencia de electrones en la membrana intema mitocondrial. Algunos de
estos grupos han utilizado estrategias bioquimicas para llevar a cabo éste tipo de
estudios.

Algunos trabajos como los realizados por el grupo de Hatefi y col. {1962) han
mostrado que la cadena respiratoria o cadena de transferencia de electrones estd
formada por cuatro complejos mullipeplidico.:s designados de acuerdo a la funcién que
realizan como: NADH-ubiquinona dxido-reductasa (complejo |), Succinato-ubiquinona
Sxido-reductasa (complejo 1), Ubiquinol-citocromo ¢ 6xido-reductasa (complejo Hl) y
Citocromo ¢ oxidasa (complejo V).

La principal funcién de la cadena respiratoria mitocondrial radica en aceptar
electrones de substrates como el NADH vy el succinato y transferirlos en una serie de
etapas discretas hasta el oxigeno molecular, conservando la energia generada en este
conjunto de reacciones como un gradiente electroquimico a través de la membrana
interna mitocondrial el cual es aprovechado por la ATP-sintasa {complejo V) para generar
ATP.

En la Figura 1A, se muestra un modelo acerca de ia distribucién de dichos complejos
en la membrana interna mitocondrial, (Capaldi, 1991). En este es'quema se puede

1



observar como algunas de las subunidades de cada complejo cruzan la bicapa lipidica.
Es de interés hacer notar que en los complejos (I y IV las subunidades que son
codificadas por el ADN mitocondrial cruzan la membrana interna mitocondrial més de una
vez. En la Figura 1B, se muestran algunos de los complejos de la membrana que se
encuentran como dimeros, esto se ha propuesto por medio de estudios de sedimentacion
y entrecruzamiento; Ei complejo | (Albracht y col, 1877 y Dooijewaard y col, 1978), el
complejo il (Leonard y col, 1981), la citocromo ¢ oxidasa (Robinson y Capaldi, 1977),
la transhidrogenasa (Anderson y Fisher, 1978) y la ATP-ADP translocasa (Hackenberg
y Klingenberg, 1980) se obtienen como proteinas diméricas cuando se solubilizan con
detergentes no idnicos. Ei complejo Il y la citocromo ¢ oxidasa también se encuentran
como dimeros al ser incorporados en vasiculas lipidicas.

Capaldi (1982) y Hatefi (1985) reportaron algunas caracteristicas acerca de los
complejos respiratorios. Se sabe que el complejo | contiene FMN y 6-7 centros de hierro
no hémicos como grupos prostéticos con 30 diferentes polipéptidos; el complejo Il
contiene FAD y tres centros de hierro no hémicos con 5 diferentes polipéptidos; el
complejo 11l contiene 2 hemos tipo b, un hemo tipo ¢,, un centro de hierro no hémico y
11 diferentes polipéptidos; el complejo 1V contiena dos hemos tipo a y dos dtomos de
cobre con 13 diferentes polipéptidos y por Ultimo la ATP sintetasa estd compuesta por
una fraccién soluble en agua denominada F, y una insoluble llamada F,. La regién F,
retiene la actividad de ATPasa pero no sintetiza ATP.

De acuerdo a las propiedades de fluidez de la membrana se ha propuesto que cada

proteina membranal posee un grado de difusidn o libertad rotacional determinado por su
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Figura 1 A, Esqp de la topologia de los iplejos 1, Iil y IV en ta cadena transportadora de
M: matriz mi rial C: citoplasma, Cll: complejo Il (Succinato deshid ), CH:
plejo H#1 (Ubiquinol cil c red ) y CivV: plejo 1V (Cif idasa)(Capaldi, 1991). 8.

Modelo de la disposicion de algunos de los complejos integrantes de 1a cadena respiratoria mitocondrial
' que se encuentran en forma dimérica, Il: complejo I, 1ll: complejo lIl, Cit Ox: complejo IV y F,ATPasa:

complejo V. (Capaldi, 1982).



masa intrinseca. Esto no necesarilamente disminuye la velocidad de transferencia de
electrones en la mitocondria, ya que la velocidad de difusién de la ubiquinona (dentro
de la membrana intema) y el citocromo ¢ soluble (sobre el lado citopldsmico de la
membrana interna) es independiente de la viscosidad en el espacio de la matriz.

Por medio de estudios realizados por Anderson y col {1981) y Chomyn y col (1985)
se sabe que el ADN mitocondrial, en mamiferes, codifica para 13 diferentes polipéptidos,
11 de los cuales son componentes de 10s complejos que Hlevan a cabo la transferencia
de electrones. Estos incluyen 7 subunidades del complejo 1, el citocromo b del complejo
i y 3 de las subunidades de mayor peso molecular de la citocromo ¢ oxidasa.

L a cadena de \ransferencia de electrones en eucariontes contrasta con la equivalente
en bacterias por su gran complejidad. Algunas bacterias aerdbicas poseen una cadena
de transferencia de electrones con los mismos grupos prostéticos y la misma funcién,
pero con un numero mucho mds reducido de polipéptidos. Los grupos de Yagi en 1986
y Berry en 1985 reportaron que en Paracoccus denitrificans, por ejemplo, el complejo
| contiene de 10-11 subunidades, el complejo 1, 4 subunidades y el complejo lil, 3
subunidades (incluyendo el citocromo b, citocromo ¢, y la proteina fierro-azutre), mientras
que la citocromo ¢ oxidasa también contiene 3 subunidades que son homélogas a las 3
subunidades coditicadas mitocondrialmente, por lo que el interés por comparar a cada
uno de los complejos respiratorios en diversos organismos ha permitido establecer

inferencias sobre su origen evolutivo.



2. El Complejo 1Il mitocondrial (complejo bc,).

La ubiquinol-citocromo ¢ éxido-reductasa (también conocida como complejo be, ©
complejo IY1) es una proteina membranal oligomérica que forma parte de la cadena
respiratoria mitocondrial y de cadenas de transferencia de electrones de numerosas
bacterias las cuales usan oxigeno, nitrégeno y azufre como aceptores terminales de
electrones.

El complejo be, vatia en composicién polipeptidica de acuerdo a la gran variedad de
organismos que lo poseen. E! complejo be, proveniente de células de corazén de
bovino estd constituido por 11 subunidades {(Schagger y col, 1987; Gonzdlez-Halphen y
col, 1988), tres de las cuales poseen grupos prostéticos redox, tal es el caso de la
subunidad il o citocromo b (que presenta dos hemos tipo b), a subunidad IV o citocromo
¢, {que posee un hemo tipo ¢,) y la subunidad V o proteina fierro-azufre (que presenta
un centro Fe,-S;). Estas tres subunidades son indispensables para la funcién del
complejo, ya que son las unicas que poseen centros redox. Las subunidades restantes
han sido denominadas “subunidades supernumerarias® (Trumpower, 1990) y sus
caracteristicas serdn revisadas posteriormente. Otros eucariontes como Saccharomyces
ceravisae poseen un complejo be, con 9 subunidades, 2 menos que en mamiferos. Sin
embargo, si se explora el resto de la escala filogenética, se observa que en organismos
procariontes como Paracoccus denitrificans y Rhodospirillum rubrum, el nimero de
subunidades en el complejo be, se reduce a 3: el citocromo b, el citocromo ¢, ¥ 12
proteina fierro-azufre (centros redox indispensables para la funcién del complejo) o

procariontes como Rhodobacter capsulatus en los cuales el complejo be, ests constituido



por 4 subunidades (Trumpower, 1990). La Tabla 1, r{muestra una comparacién en la

composicién de subunidades del complejo be, purificado de diversos organismos,
También se han encontrado complejos homdlogos al complejo be,, denominados byf,

que estén involucrados en el transporte de alectrones fotosintético en los cloroplastos de

plantas superiores y en las cianobacterias (Hauska y col. 1983).

2.1 Mecanismo de transferencla de electrones en el complejo be, mitocondrial.
En todos los casos anteriormente descritos, el complejo be, tiene como funcién
transferir electrones a partir de una hidroquinona de bajo potencial hasta un citocromo
¢ {o plastocianina, en el caso de los complejos bgl) depositando 4 protones en el lado
elactropositivo de la membrana (constituldo en ef caso de mamiferos por el espatio
intermembranal de la mitocondria) por cada par de electrones transterido a 2 moléculas
de citocromo ¢ soluble.
La reaccién catalizada por el complejo be, se puede expresar con la siguisnte
ecuacion:

QH, + 2H', + 2C,,

Q + 4H', + 2C,
en la cual ny p describen el tado negativo y positivo de la superficie membranal y ¢, ¥
Ceq 5@ refieren al citocromo ¢ oxidado y reducido.

La actividad protén-motriz del complejo be, convierte 1a energia libre disponible de
la reaccion de transferencia de slactrones en un gradiente de protones electroguimico.

Ests proceso es uno de los mecanismos mas importantes de transduccion de energia



Subunidad P. denitri_ Rb. capsu. Rb. sphae_ Espinaca S. cerevi_ N. crassa Papa Bovino

ficans latus roides sae
{®) (<) ) [$4) (¢) ® (a) (¢}
I -- -- - -- 50 50 60 50
II 45 46 56.6 46
III(b) 39 42.1 42.8 23 42 42 52.8 42.6
{be)
v (c:) 62 31.2 32.7 33 42 29 32 27.3
(£)
Vv (FeS) 20 22.5 20 20 25 22 24.8 21.4
vi - 19.8 13 17 14 14 -- 13.4
Vi1 -- - 5 5 -- 12 13.1 9.5
VIII - - -- -- 17 11 9 9.2
IX -- -- -- -- 11 8 7.5 7.9
X - -- - - -- -- 6.4 7.2
X1 - - -— -- -- - - 6.4

Los pesos moleculares aparentes (KDa) fueron determinados para todos los casos por EGPA-SDS. Dates tomados
de: Ljungdahl y col, 1987 (C); Weiss y Leonard, 1987 (), Gonzalez-Halphen, 1930 (¢) y Berry y col, 1991 (a).

Tabla 1. Comparacidn de la composicién polipeptidica del complejo be, obtenido de algunos organismos.



en la célula (Trumpower, 1990).

El complejo be, estd normalmente integrado a una membrana, la cual funciona como
una barrera osmética entre los centros redox de! lado citoptdsmico y los centros del lado
de la matriz. La translocacién del ubiquinol (QH,) y de la ubiquinona (Q) (pero no de la
ubisemiquinona (Q’)), dependen de una movilidad activada termicamente en la
membrana, que se puede considerar una barrera osmética en la cual los fosfolipidos
forman una parte esencial (Yu y col, 1973; Baum y col, 1967).

El mecanismo por medio del cual el complejo bc, acopla la translerencia de
electrones con la translocacién de protones es denominado el "Ciclo Q proton maotriz®,
el cual describe la via de transferencia de electrones entre los grupos prostéticos del
complejo be, (Mitchell, 1975).

En {a Figura 2 se esquematiza el posible mecanismo de transterencia de electronas
y translocacién de protones (Ciclo Q) en el complejo be, (Trumpower, 1990).

En la etapa 1 del ciclo Q, el ubiquinol (QH,) es oxidado en el centro P en una
reaccidn concertada, en la cual un electrén es transferido a la proteina fierro-azufre (ISP)
formandose un anién de ubisemiquinona (Q') el cual im_nediatameme reduce a! hemo b-
566. En esta oxidacién se depositan 2 protones en el lado positivo de la membrana: uno
es liberado con la oxidacién del ubiquinol a ubisemiquinona y el segundo es liberado
junto con la formacién del anién ubisemiquinona. Dos electrones divergen en el centro
P a partir del ubiquinol: uno es transferido a la proteina fierro-azufre y a su vez al
citocromo ¢, y finalmente al citocromo ¢ soluble; el segundo electrén se transfiere del Q'

al hemo b-566 y es reciclado a través del complejo be, pasando de un hemo b-566 de
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Figura 2. Via del "Ciclo Q protén motriz® y mecanismo de la translocacién de
protones en el complejo be,. Simbolos: sme: movimiento necesario del ubiquinol y
ubiquinona entre el sitio de ubiquinol oxidasa (centro P) y el sitio de
ubiquinona/ublsemiquinona reductasa (centro N); antimicina, estigmatelina y mixotiazol:
inhibidores que bloquean la transferencia de electrones en la regién indicéda; Q:
ubiquinona; Q' anién ubisemiquinona; QH,: ubiquinol; b-560 y 566: centros hemicos del

cltocromo b; ISP: proteina fierro-azufre y ¢,: citocromo ¢,. (Trumpower, 1990).



bajo potencial a un hemo b-560 de alto potencial. A su vez, el hemo b-560 reduce a la
ubiquinona (Q) a el anién ubisemiquinona (Q) en el centro N (Figura 2, paso 4a). En
este punto el Ciclo Q todavia no ha sido completado. Una segunda molécula de
ubiquinol es entonces oxidada por Ia proteina fierro-azufre, transfiriendo un electrén al
citocromo ¢, para a su vez reducir a una segunda molécula de citocromo ¢, formando de
nuevo un anién de ubisemiquinona y depositando otros 2 protones més en el lado P de
la membrana. El anién ubisemiquinona reacciona por la misma via previamente detallada,
transfiriendo un electrén sucesivamente al hemo b-566 y al hemo b-560. El hemo b-560
reduce al anién ubisemiquinona estable (Q) (previamente formado) a ubiquinol en el
centro N, consumiendo dos prolones del lado negativo de la membrana y completando
el Ciclo Q (Figura 2, paso 4b).

E! resultado neto del Ciclo Q completo, es que dos moléculas de ubiquinol son
oxidadas a ubiquinonas, pero una molécula de ubiquinol es regenerada por la
rerreduccion de una de estas ubiquinonas. En el curso de este ciclo el citocromo b-560
alternadamente reduce a la ubiquinona a anién ubisemiquinona (etapa 4a) y de anién
ubisemiquinona a ubiquinol (etapa 4b).

Una caracteristica unica del “Ciclo Q" es que existen dos vias para la reduccién del
citocromo b. Los hemos tipo b pueden ser reducidos:

1) Por el anién de ubisemiquinona en el centro P, como se describe en la etapa 1 de
la Figura 2. Esta reduccién es termodindmicamente favorecida y se lleva a cabo cuando

el complejo be, funciona cataliticaments, y

10



2) Por accién reversa de las etapas a y 4b en el centro N. Esta reduccién es llevada
a cabo por el ubiquinol o el anién de ubisemiquinona en condiciones de estado
estacionario, siempre y cuando la reaccién termodindmicamente favorecida a través de!
centro P esté bloqueada.

Esta doble reduccién del citocromo b ha sido ampliamente demostrada con
experimentos de inhibicién de la transterencla de electrones con inhibidores especificos,
tales como los realizados por Von Jagow y col, (1984 y 1985) en los cuales se utilizd
mixotiazol para inhibir la reduccién del citocromo b a través del centro P y la
estigmatelina, la cual inhibe al centro de oxidacién del ubiquino! en el lado C de la
membrana mitocondrial. A dichos experimentos se les ha denominado de “doble
muerte®, ya que paraddjicamente, la presencia de dos inhibidores ccasiona la reduccidn
permanents de los hemos b-566 y b-560.

Por otra parte, considerando que el mecanismo de transferencia de electrones es un
mecanismo ciclico, ef grupo de Kubota y col (1992) ha sugerido que la unién de la
quinona a la enzima asi como la transferencia de electrones llevada a cabo entre la
proteina fierro-azufre y el citocromo c,, son eventos que estdn controlados por fa

distribucion de electrones dentro de la enzima.

11



2.2 Accidén de inhibidores en el complejo be, mitocondrial.

La transferencia de electrones que se lleva a cabo por medio del ciclo Q, es
susceptible a la accién de inhibidores en diferentes etapas de la via. Estos inhibidores
que se han clasificado en tres grandes grupos de acuerdo a su sitio de accién (Von

Jagow y Link, 1986):

1) Grupo I: Varios B-metoxiacrilatos, los cuales se unen en el sitio Q, bloqueando dos
reacciones al mismo tiempo: la transferencia de electranes a partir del ubiquinot al centro
fierro-azufre y la transferencia de electrones sobre el hemo b de bajo potencial. Dentro
de este grupo s& encuentran el mixotiazol, las estrobirutinas A, B y C, y las odemansinas

AyB.

2) Grupo li: Andlogos de la hidroxiquinona, los cuales se unen al sitio Q, bloqueando
la transferencia de electrones del centro fierro-azufre al citocromo ¢, y consecuentemente
la transferencia de electrones al hemo b de bajo potencial. Estos inhibidores son las

estigmatelinas A y B, el UHDBT y el UHNQ.

3) Grupo llI: Antimicina y funiculosina y ciertos andlogos de quinona, los cuales se
unen al sitio Q, bloqueando la transferencia de electrones del centro hemo b de bajo
potencial a la ubiquinona en el lado N de la membrana.

En la Figura 3 se esquematiza el modo de accidn de los tres grupos de inhibidores.



Figura 3. Esquema de las regiones en el ciclo Q, en las cuales actian fos diferentes
grupos de inhibidores. Lado C y M: citoplasma y matriz respectivamente; Q: ubiquinona;
QH,: ubiquinol; Q' anién de ubisemiquinona; Q, y Q; centros extemo e interpo de la
quinona; b, ¥ by citocromos b de alto y bajo potencial; Fe,S,: proteina fierro-azufre; ¢,

citocromo ¢, y c: citocromo ¢ soluble (Von Jagow y Link, 1986).



2.3 Caracteristl de las subunidades del complejo be, mitocondrial.

Todos los complejos be, contlenen por lo menos tres proteinas con grupos
prostéticos redox: el citocromo b (el cual posee dos hemos tipo b unidos no
covalentemente), el citocromo ¢, (con un grupo hemo de tipo ¢ unido covalentemente a
la proteina a través de enlaces ticl-6ter) y la proteina fierro-azufre (la cual posee Fe,-S,
ligados coordinadamente por dos cisteinas y dos histidinas). Sin embargo, en el complejo
be, de mitocondrias de corazén de bovino (tema de este trabajo} existen 8 subunidades
mds de las cuales algunas todavia no se conoce con certeza su funcién (Figura 4).
Algunas de las caracteristicas que se han descrito para cada una de las subunidades se

resumen a continuacién:

éltocromo b.

El citocromo b es una proteina integral de membrana hidrofébica y politépica, de
aproximadamente 400 residuos de aminodcidos, que varia en su peso molecular de 38
a 48 KDa, de acuerdo a las especies que se trate. Diversos experimentos con sondas
intercaladas en la membrana (Gutweniger y col, 1981 y Gonzdlez-Halphen y col, 1988),
el uso de fusiones génicas en bacterias (Yun y col, 1991) asi como perfiles de hidropatia
realizados para diversos citocromos b (Saraste, 1984; Widger y col, 1984) han
demostrado que esta protelna posee 89 o-helices, 8 de las cuales se encuentran
totalmente embebidas en la membrana interna mitocondrial (en el caso de eucariontes),

o en la membrana plasmatica (en el caso de bacterias). La helice 4 es amfifilica y se ha
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Figura 4. Patrén electroforético en un gel de poliacrilamida-SDS al 16 %, del
complejo be, mitocondrial obtenido a partir de corazoén de bovino, | y I1: subunidades
estructurales; b: subunidad Ill o citocromo b; ¢,: subunidad IV o citocromo ¢,; Fe,S,:
subunidad V o proteina fierro-azufre; Vi: subunidad Vi; VII: subunidad VII; VIIi: subunidad

VIii o “proteina de unién" y IX, X y XI: subunidades de baje peso molecular.



propuesto que se encuentra en la regidn externa de la membrana interna (Trumpower,
1990; Yun y col, 1991). La Figura 5 muestra la estructura secundaria predicha para el
citocromo b y su posible disposicién en la membrana.

El gene que codifica para e! citocromo b en eucariontes es monocislrg’:nico y se
encuentra en el genoma mitocondrial, mientras que el gene del citocromo b, del complejo
bl es bicistrénico y se haya en el ADN del cloroplasto.

E! citocromo b y el citocromo b, poseen dos centros hémicos y cuatro residuos de
histidina conservados en todos los citocromos b ubicados por pares en las helices 2 y
5 por un arreglo transmembranal, probablemente en un "paquete 4-a-helicoidal* formado
por las helices 2, 3, 4 y 5 {Link y col, 1886). Estos dos centros hémicos constituyen una

via de electrones de "bajo potencial” a través de ia membrana.

Citocromo c,.

El citocromo ¢, junto con la protelna fierro-azufre forma la via de electrones de "aito
potencial* a lo largo de la superficie externa de la membrana. ~Este citocromo estd
expuesto hacla el espacio intermembranal, unido a la membrana interna por una sola o-
hélice hidrofébica. £l citocromo ¢, es una proteina 4cida unida a la membrana por un
dominio hidrofdbico en la regién carboxi-terminal. Su peso molecular es de 27.9 KDa en
bovino. El hemo tipo c, estd covalentemente unido a la proteina a través de dos
residuos de cisteina y posee a su vez residuos de histidina y metionina que son los

ligandos axiales del hemo. Una de las caracteristicas poco usuales en la estructura de



Flgura 5. Modelo de ocho hélices hidrofdbicas propuesto para la estructura
secundaria del citoctomo b en la membrana interna mitocondrial. M: matriz; C:

citoplasma; ANT: antimicina; DIU: diurén y STG: estigmatelina (Crofts y col, 1987).



esta proteina es la presencia de una serie de estructuras B-plegadas hidrofébicas
distribuidas a lo largo de la secuencia de aminoécidos (Trumpower, 1990 y Link y col,

1987).

Protefna Flerro-Azufre.

La proteina fierro-azufre es el oxidante del ubiquinol en el ciclo Q de transferencia
de electrones presente en el complejo be,. Tiene un peso molecular que varia entre 20
y 25 KDa y de acuerdo a estudios comparativos con diversas especies de organismos
{Link y co}, 1987) se ha demostrado que es una prote{na que posee por lo menos el 20%
de residuos cargados y dominios muy hidrofilicos. E! segmento carboxi-terminal esta
fuertemente conservado y en cada caso estudiado {levadura, espinaca y bovinao) hay un
segmento hidrofébico cercano a la regién amino-termina.

Esta proteina ha sido objeto de diversos estudios como digestién con proteasas y
marcaje con reactivos de fotoafinidad, estudios de resonancia paramagnética del electrén
en la proteina fierro-azufre de levaduras, asi como estudios con e! cADN que codifica
para esta proteina en plantas superiores (mafz ytabaco} (Gonzdlez-Halpheny col, 1988;
Trumpower, 1981; Huang y col, 1991 respectivamente) con los cuales se han podido
obtener datos en los que se demuestra que la proteina fierro-azufre estd localizada en
la periferia de 1a membrana interna mitocondrial en el caso de bovino, posiblemente
unida al citocromo b a través de interacciones hidrofébicas involucrando a la region
amino-terminal. Por otro lado en levaduras, se ha mostrado que !a regién amino terminal

de esta proteina es crucial para una conformacién, procesamiento e interaccion correcta
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con otras proteinas del complejo be,. Posteriormente se ha determinado {Gonzdlez-
Halphen y col, 1991) que la region que une a esta proteina con el resto del complejo estd
constituida por una regién de 18 residuos de aminodcidos limitados por la Lys™ y la Lys®

(la-Figura 6 muestra el modelo propuesto para fa topologia de esta proteina).

Proteinas estructurales ! y I,

Estas dos proteinas junto con las de bajo peso molecular han sido denominadas por
Trumpower {1990) como polipeptidos supernumerarios, enfatizando e} hecho de que se
encuentran como un *exceso” del nimero minimo de palipéptidos necesarios para fa
translerencia de efectrones en el complejo be,. Una comparacién en el nimero de
subunidades de este complejo en diferentes organismos se mostré en la Tabfa 1. La
secuencia de aminodcidos para estas protefnas ha sido obtenida a pariir de diversos
organismos como levaduras, N. crassay bovino (Tzagoloft y col, 1986 y Oudshoor y cal,
1987, Weiss y Neupert, 1990; Gencic y col, 1991 respectivamente) y se ha podido
determinar un peso molecular aparente de 43 KDa para fa subunidad | y de 47 KDa para
la subunidad il en el complejo be, de bovino.

Estas dos proteinas estan proximas una a otra, se extienden en el fado de (a matriz
mitocondrial y no poseen dominios de anclaje a {a membrana {Karlsson y col, 1983 y
Tzagoloft y col, 1986). .

En estudios realizados por el grupo de Tzagoloff y col (1986) se ha observado que
una delecién en la subunidad | de! complejo be, de Sacharomices cerevisae provoca que

no se inserte el grupo hemo al apocitocromo b. De iguat forma, si se produce una
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Figura 6. Esquema que muestra el arreglo estructural adquirido por la subunidad V
en el complejo be, mitocondrial. La regidn oscura indica la secuencia delimitada por los
residuos de lis™ y lis™ con los cuales interacciona con el citocromo b. b: uno de los

centros hémicos del cilocromo b (Gonzdlez-Halphen, 1991).
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delecidn en la subunidad 11, se bloquea la maduracién del citocromo b. De acuerdo a
estos resultados se propone que estas protelnas son importantes para la blogénesis y
funcién del citocromo b en el complejo.

Estudios mds recientes realizados por Schulte y col (1988) y Weiss y col, (1990} han
demostrado que la subunidad | obtenida del complejo bc, de Neurospora crassa es
semejante a [a proteina PEP, una proteina que estimula la actividad proteolitica de una
proteasa procesadora de matriz y por lo tanto, que dicha subunidad tiene un papel
importante en la biogénesis del complejo.

Las proteinas estructurales también han sido estudiadas por Sidhu y Beattie (1981)
y por Berry y col (1991) en el complejo be, de levadura y papa respectivamente,
observdndose en el primer caso que las dos subunidades estan embebidas en el
complejo ya que son inaccesibles a la accién de proteasas exégenas. Por otra parte el
patrén electroforético de las subunidades de papa obtenido en geles de poliacrilamida
en presencia de SDS, indica la presencia de tres subunidades estructurales, lo cual
resulta ser un caso tnico entre los complejos be, caracterizados a la fecha.

Subunidades de bajo peso moiecular.

Entre las subunidades de bajo peso molecular del complejo be, de corazén de bovino
se encuentran fa subunidad VI (con un peso molecular de 13.4 KDa), la subunidad VIl
(11 KDa), la subunidad VIIi (9.2 KDa), la subunidad IX (8 KDa), la subunidad X {7.2 KDa)
y la subunidad X! (6.4 KDa).

Las subunidades V! y Vil ha sido ampliamente estudiadas en levadura. Algunos de
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estos estudios han demostrado que la subunidad V| estd localizada en la superficie
citopldsmica de la membrana interna mitocondrial por lo que se considera la homéloga
a Ja subunidad VIII de corazén de bovino (Kim y col, 1987).

Por otra parte se ha podido observar que si se produce una delecién en la subunidad
VI de levadura se provoca que uno de los monémeros del complejo bc, se inactive. De
esta forma se propone que la subunidad VI provoca que el complejo be, funcione como
mondmero o dimero de acuerdo a las condiciones de fuerza iénica (Schmitt y
Trumpower, 1990).

Con respecto a la subunidad VIl de levadura, se cree que est4 localizada en el lado
de la matriz de la membrana, en contraste con la de bovino, en donde estd integrada a
la membrana interna mitocondrial asociada fuertemente con el citocromo b (Gonzdlez-
Halphen y col, 1988). Su funcién estd probablemente relacionada con la unién de
quinona.

La subunidad VI, también llamada “proteina de unidn®, ha sido estudiada por
diversos grupos a partir de los 80's. Kim y King (1981}, la describen como una proteina
necaesaria para la formacidn de un complejo entre los citocromos ¢, y ¢ soluble durante
la transferencia de electrones. La subunidad VIIl fué purificada a partir de una
preparacion que contenia a los complejos li-1ll de corazén de bovino.

Posteriormente el grupo de Wakabayashi y col (1982) obtuvieron la secuencia de
aminodcidos de una proteina de aproximadamente 11 KDa de peso molecular por el
método de elsctroforesis y de 9.2 KDa por estudios de secuencia de aminodcidos

obtenida del complejo be, de corazdn de bovino. Una particularidad observada en este
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estudio fué la ausencia de residuos de tirosina y triptolaﬁo en su secuencia, de aqul su
caracteristica de presentar una baja absorcién a 280 nm.

La subunidad Vilt es una protelna que posee una baja tincién con azul de Coomasie
(comparada con la tincién obtenida para otras subunidades) cuando es sometida a
electroforesis en presencia de SDS (Kim y King, 1983). Otra caracteristica importante de
esta proteina es que posee 8 rasiduos de dcido glutdmico cerca de la regién amino-
terminal. La posible funcién de la subunidad VIl propuesta en este trabajo, se refiere a
un posible cambio conformacional {producido por ésta subunidad sobre el citocromo c,)
para interaccionar con el citocromo ¢ soluble. Otros estudios relacicnados a este
respecto (Kim y col, 1989) han podido demostrar que cuando la subunidad VIH se une
al citocromo c; ocurre un cambio conformacional dentro de un rango de
aproximadamente 5 A medido a partir del hierro hémico del citocromo ¢,.

Un modelo acerca de la estructura secundaria de esta proteina ha sido propuesto
(Mukai y col, 1985) basados en la secuencia de aminoécidos previamente descrita
(Figura 7). )

La subunidad X ha sido secuenciada por el grupo de Schagger y Von Jagow (1983)
y s8 pudo predecir que la estructura secundaria de esta subunidad pequefia puede ser
de importancia funcional. La proteina no contiene cisteinas y no hay grandes regiones
apolares en la secuencia, sin embargo, existe una serie de residuos basicos agrupados
en la regién carboxi-terminal.

Finalmente la subunidad mas pequefia del complejo, la subunidad XI, ha sido

secuenciada por Schagger y cot {1985) y tiene un peso molecular aproximado de 6.4
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Figura 7. Modelo propuesto para la estructura secundaria adquirida por ta subunidad
Vil obtenida de acuerdo a su secuencia de aminodcidos. A: Representacion de una
sola vuelta; B y C: representacién de dos vueitas; -0 : enlaces disuliuro; CD : a-

hélice, AM: B-plegada y 1L : vueltas o torciones (Mukaiy col, 1985).
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KDa. Su tuncidn es todavia desconocida, aunque se sabe que se disocia fdcilmente del

complejo, sin afectar su actividad transportadora de electrones.

3. Biogénesis del Complejo be,.

Las 10 subunidades del complejo be, que son coditicadas por el genoma nuclear, son
sintetizadas en el citoplasma e importadas postraduccionalmente a la mitocondria.

De acuerdo al modelo generalizado para el importe de las proteinas mitocondriales,
las subunidades que son sintetizadas en el citoplasma contienen una secuencia blanco
que es eliminada postraduccionalmente en una o dos etapas, por la accién de proteasas
que estdn localizadas en la matriz 0 en la membrana interna mitocondrial. Estas
secuencias varian en longitud, pero frecuentemente estdn cargadas positivamente y
algunas de ellas estan enriquecidas en residuos de serina y treonina y son capaces de
formar helices amtipdticas (Roise y Schatz, 1988 y Roisa y col, 1988).

No todas las subunidades del complejo bc, que son procesadas
postraduccionalmente e importadas a la mitocondria, lo hacen a través del mismo
mecanismo. A fa fecha se sabe que las subunidades 1 y Il, el citocromo ¢, y la proteina
fierro-azufre son procesadas e importadas de acuerdo al modelo propuesto por Hartl y
col (1986} el precursor es translocado via sitios de contacto entre las membranas
mitocondriales; posteriormente se lleva a cabo un corte de ocho residuos del péptido
sefal, formando un intermediario. Este intermediario es redirigido de la mamzba ia

membrana intema, procesado a su forma madura y ensamblado en el complejo i
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maduro (Flgura 8).

El importe de las otras subunidades no sigue este modelo. Tres de estas proteinas,
las subunidades 7, 8 y 9 son procesadas postraduccionalmente en una metionina
presente en el extremo amino-terminal. Estas subunidades carecen de una presecuencia
como tal.

Pfanner y col (1991) realizaron estudios para identificar los receptores membranales
que son necesarios para el importe de estas proteinas. Actuaimente han sido
Identificados varios receptores de la membrana externa mitocondrial (MOM) como
MOM19, MOM72; proteina de la membrana externa mitocondrial {proteina del sitio de
importe) MOM38 (=ISP42) y una proteina de la membrana interna de levadura p32, de
las cuales las tres primeras estdn presentes en un complejo de multisubunidades que
catalizan el reconocimiento y la insercion membranal de las proteinas precursoras.

Otros estudios para dilucidar el mecanismo de importe de estas proteinas han sido
realizados en Saccharomyces cerevisae y
Neurospora crassa por 1os grupos de Crivellong y col (1988) y Teintze y col (1982)
respectivamente. Estos estudios han revelado que las subunidades 1, I, VI, Vil y el
citocromo ¢, interactian unas con otras en la bicapa lipidica formando una estructura
central dada por el apocitocromo b (este es el unico que es
sintetizado por el genoma mitocondrial). Posteriormente se integran los grupos
prostéticos hemo en el apocitocromo b. La proteina fierro-azufre junto con las
subunidades de bajo peso molecular son las ultimas que se integran al complejo. Por

otra parte la transferencia postraduccional de los precursores de las subunidades 1, IV,
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Flgura 8. Modelo propuesto para el transporte y ensamblaje de la proteina fierro-
azufre obtenida a partir de complejo be, mitocondrial (A) y bacterial (B). OM: membrana
extemna; IMS: espacio intermembranal; IM: membrana interna; M: matriz; R: receptor; PP:
peptidasa de procesamiento; PM: membrana plasmatica; “i*Fe/S: proteina precursora; m-

Fe/S: proteina fierro-azufre madura y ¢ : potencial de membrana (Harti y col, 1986).
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V y VIl en Neurospora crassa es dependiente dei potencial de membrana mitocondrial.

Un esquema de la sintesis y ensamblaje del complejo be, se muestra en la Figura 9.

4. Estudios cristalograflcos del complejo be,.

Recientemente, algunos trabajos describen la cristalizacion del complejo bc, de
Neurospora crassa y de corazén de bovino.

Los estudios de microscopia electrdnica realizados por Weiss y col (1983) con
cristales bidimensionales han mostrado un esquema de la ubicacién de 4 subunidades
del complejo be, en Neurospora crassa (Figura 10). En este esquema se muestran a
las subunidades | y Il como subunidades hidrofilicas que se extienden a partir de la
bicapa lipidica en la fase acuosa. En este modelo, las subunidades IV y V son
amfifilicas. Ef mayor dominio de estas subunidades puede estar ubicado en la seccidén
periférica del complejo.

El complejo be, de corazdn de bovino ha sido cristalizado por diversos grupos, sin
embargo en estos estudios se han obtenido tinicamente datos preliminares de difraccién
de rayos X y de actividad del complejo critalizado y resolubilizado {Yue y col, 1991;
Kubota y col, 1991 y Berry y col, 1992).

Estos trabajos han reforzado todas las evidencias bioquimicas y de estudios de
microscopia electrénica obtenidas hasta el momento, sin embargo, todavfa faltan muchos
estudios sobre cristales para poder conocer a nivel de resolucién atémica la topologla de

cada una de las subunidades en el complejo.
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Flgura 9. Modelo propuesto para el ensamblaje de las 11 subunidades de!l complejo
be, de corazén de bovino en la membrana intema mitocondrial. HSP 70: protelna de
choque térmico; ¥ : potencial de membrana; Apocit b: apocitocromo b; ¢it ¢: citocromo

¢ soluble (Gonzdlez-Halphen, 1980).
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Figura 10. Modelo que musstra la topologfa de las subunidades 1, I, 1l (citocromo
b), IV {citocromo ¢,) y V {proteina fierro-azufre) obtenido a partir del complejo be, de

Naurospora crassa (Weiss y col, 1986).



5. Antecedentes.

Como se menciand anteriormente, el niimero de subunidades del complejo be, varfa
de acuerdo a cada organismo y a su lugar en la escala filogendtica. Una de las
preguntas que se ha presentado ha sido Ja de gcudt es Ja funcidn de las subunidades
llamadas “supernumeratias® presentes en los complejos de sucariontes?. E! estudio de
la funcion de cada una de estas subunidades ha sido evaluada por diversas estrategias
bioquimicas y se puede decir que existen dos formas principaies de explorar (a funcién
de las subunidades de un complejo ofigomérico:

1) Disociar a la subunidad del complejo y medir su actividad en ausencia de ésta y
luego reconstituir la actividad al adicionarla al complejo. Este tipo de exparimentos
solamente se han llevado a cabo para la proteina fierro-azufre (Shimomura y col, 1984;
Trumpower y Edwards, 1878 y Engef y col, 1983) ya que en el caso de las otras
subunidades, én ocasiones se requiere desnaturalizar parcialmente a las proteinas para
podertas separar def resto del complejo oligamérico, y

2) Bloqueando a fa subunidad {integrada en e) complejo) con algiin agente {en
particular anticuerpos) y midiendo fa actividad del complejo con la subunidad bloqueada
y sin bloquear.

De acuerdo a la segunda opcidn, algunos grupos han desarrolfado estrategias
inmunoquitnicas con el complejo be, de corazén de bovino para evaluar la actividad de
algunas de sus subunidades.

Algunos trabajos pioneros fueron los desarrollados por Nelson y Mandsl-Harvig

31



(1977) en los cuales llevaron a cabo la caracterizacion de anticuerpos contra el complejo
be, de corazdn de bovino. La actividad del complejo se inhibe en presencia de estos
anticuerpos utilizando el complejo soluble o incorporado a vesiculas de fosfolipidos. Sin
embargo, en este trabajo se utilizaron Gnicamente anticuerpos contra la holoenzima y no
dirigidos contra subunidades especificas.

En 1986, el grupo de Haley y col. obtuvieron anticuerpos contra el citocromo b puro
de corazdn de bovino y de Rhodopseudomonas sphaeroides. Los resultados obtenidos
mostraron que la actividad del complejo disminuye notablemente si se hace reaccionar
cada anticuerpo con el complejo puro correspondiente en ausencia de lipidos. Ademds
cara anticuerpo musestra reaccién cruzada con el citocromo de otro complejo, aunque
inhibe la actividad en menor porcentaje.

Por otra parts, Usui y col {1991) obtuvieron anticuerpos especificos contra la
subunidad VI del complejo be, de corazén de bovino. En este trabajo se pudo observar
que la actividad del complejo disminuye cuando se hacen reaccionar los anticuerpos
contra el complejg intacto antes de llevar a cabo la reconstitucién con lipidos. Estos
anticuerpos también fueron probados en preparaciones de mitoplastos y particulas
submitocondriales, observdndose una mayor reaccién en el ditimo caso, por lo que se
confirmé que la subunidad Vi estd ubicada del lado de la matriz mitocondrial, come ya
habia sido propuesto anteriormente (Gonzélez-Halphen y col, 1988).

A la fecha, no se han realizado estudios con anticuerpos especificos contra otras de
las subunidades de bajo peso molecular en este complejo y como ya se menciond

anteriormente, el complejo be, de corazén de bovino posee 8 subunidades
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supemumerarias, de las cuales algunas todavia no se conoce su tuncién con exactitud.
Una de ellas es la subunidad VI, la cual parece estar involucrada indirectamente en la
transferencia de electrones entre el citocromo ¢, y el citocromo ¢ soluble.

Algunas técnicas reportadas anteriormente (Wakabayashi y col, 1982 y Kim y King,
1981) han obtenido a esta subunidad en una forma parcialmente purificada, por lo que
pensamos que seria un buen modelo de estudio para verificar su funcién con la
estrategia inmunoquimica.

Se ha podido demostrar cémo es que se ileva a cabo la interaccion entre el citocromo
¢ soluble y algunas de las subunidades de los complejos respiratorios. El grupo de
Broger y col (1980) ha utilizado derivados del citocromo ¢ marcado con reactivos
arilazido, con los cuales se encontr6 que el citocromo ¢ soluble se une covalentemente
al citocromo c¢;, sin observarse un producto de entrecruzamiento con la subunidad Vilt.
Por otro lado, el grupo de Bisson y Montecucco (1982) ha reportado estudios con
carbodiimidas ‘solubles en agua con los cuales se demosiré que la subunidad Il del
complejo IV {citocromo oxidasa) de corazdn de bovino participa en la interaccién con el
citocromo ¢ soluble.

Mds recientemente, se han realizado estudios utilizando dos tipos de carbodiimidas
solubles en agua (EDC y CMC) con el complejo lll de corazén de bovino, en los cuales
se ha podido encontrar una modificacidn de los grupos carboxilo de la subunidad Vill y
el citocromo ¢,, indicando que dichas subunidades estdn implicadas en la interaccién con
el citocromo ¢. Por otro lado, se han obtenido productos de entrecruzamiento {utiizando

tnicamente EDC) que involucran a la subunidad VIYi y al citocromo ¢, (Gutweniger y col,
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1983 y Gonzdlez-Halphen y co|,. 1988}, lo cual sugiere que la subunidad Vil es
importante en las interaccion entre los dos citocromos.

De acuerdo a lo anterior, encontramos interesante tratar de proporcionar otro tipo de
evidencias, en este caso de tipo inmunoquimico, con las cuales se derpuestre la
participacion de esta subunidad de bajo peso molecular an la interaccién del citacromo
¢, con el citocromo ¢ soluble. »

De igual forma, el interés por demostrar cudl es la participacién de las otras

subunidades del complejo be, podria ser evaluada por un enfoque inmunoquimico.
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Il. OBJEMVOS.

De acuerdo a lo anteriormente expuesto, los objetivos planteados para este trabajo

son:

1) ULlevar a cabo un estudio comparativo sobre la reaccidn antigeno-anticuerpo con
seis anticuerpos especificos generades contra las seis subunidades de mayor peso
molecular del complejo bc, de corazén de bovino, por medio de la utilizacién de pruebas

inmunoquimicas, como la técnica de ELISA y Ia de inmunoréplicas tipo Western.

2) Evaluar la participacién de cada una de éstas subunidades en Ja actividad de
ubiquinol-citocromo ¢ 6xido reductasa del complejo be, por medio de su inhibicidn parcial
provocada por la reaccion de los anticuerpos especificos para cada subunidad y de la

reaccién obtenida con inmunoglobulinas G purificadas.

3) Realizar un estudio comparativo acerca de la reaccion antigeno-anticuerpo y de
la inhibicidn de la actividad del complejo utilizando fragmentos Fab de dos anticuerpos
especilicos para las subunidades V y VI topoldgicamente localizadas en lados opuestos

de !a membrana mitocondrial.

4) Llevar a cabo la purificacion de la subunidad VIl a partir de una preparacién pura
del complejo be, de corazén de bovino, con el fin de estudiar su participacion en la

actividad del complejo. Asi mismo, obtener anticuerpos especificos contra ésta
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subunidad y/o contra un péptido con una secuencia parcial de esta proteina. Demostrar
su funcidn dentro de! complejo, evaluada mediante las mismas estrategias
inmunoquimicas, como la técnica de ELISA e inhibicién de la actividad de ubiquino)-

citocromo ¢ éxido reductasa en el complejo purificado y delipidado.
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Ili. METODOLOGIA.

1. Obtencién de mitocondrias. {Léw, H. y Vallin, |. 1963)

Se limpiaron los corazones del tejido graso para obtener tnicamente el misculo
cardiaco y se cortaron en trozos pequefios. La carne se molié y se pesé en porciones
de 400 gramos a los cuales se le agregd 1200 ml del amortiguador (1) que contenfa:
sacarosa 250 mM, Tris-HCI 5SmM (pH 7.5) y EDTA 2 mM. Posteriormente se ajustd el
pH del homogenado a 7.5 con una solucidn de Tris saturado y se centrifugé a 3,000 pm
durante 10 min,

El sobrenadante obtenido se filtré por una gasa y se centrifugd a 10,000 rpm durante
10 min. Elprecipitado obtenido en esta centrifugacidn se resuspendio en el amortiguador
{11} que contenia: sacarosa 2560 mM y Tris-HCI 5 mM (pH 7.5). Esta fraccién se sometié
a lavados con centrifugaciones de alta y baja velocidad (10,000 y 3,000 spm
respectivamente) obteniendo por tltimo una fraccién enriquecida de mitocondrias las

cuales se resuspendieron en el amortiguador I1.

2. Purificacién del complejo be,.

La metodologia utilizada contiene algunas modificaciones def método reportado por
Rieske (1967).

Una vez obtenidas las mitocondrias, se diluyeron hasta una concentracién de proteina

de 23 mg/m! usando el amortiguador TSH (Tris-HCI 0.05 M (pH 8.0), sacarosa 0.67 M
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e histidina 0.001 M). Posteriormente se afiadié desoxicolato de sodio al 10 % {pH 9.0),
hasta una concentracidén final de 0.3 mg/mg de proteina, y KCI sélido (74.6 gr/l); se
centrifugé 16 min a 45,000 rpm en un rotor 80 Ti y se midid el volimen del
sobrenadante, al cual se le agregé 0.25 volumenes de agua fria para después
centrifugarlo en las mismas condiciones. El sobrenadante obtenido se dializé con un
amortiguador Tris-HC! 10 mM (pH 8.0) durante 3 horas y se centrifugd 45 min a 45,000
rpm.

La preparacién anterior {ug utilizada para preparar el complejo be, crudo como sigue:

Se diluyd esta fraccidn a una concentracién de proteina de 10 mg/ml con el
amortiguador TSH y se le anadidé desoxicolato de potasio al 10 % para dejarlo a una
concentracion de 0.5 mg/mg de proteina. Posteriormente se realizaron 3 precipitaciones
con acetato de amonio saturado al 50 % {16.5 ml/100 ml ¢e muestra; 6 mi/100 miy 3.2
ml/100 mil) dejando reposar 15 min a 0 °C y centrifugando 16 min a 45,000 rpm en cada
precipitacion.

Se realizé una cuarta precipitacién con acetato de amonio sélido {450 gr/l) dejando
feposar de la misma forma y centrifugando 25 min a 45,000 rpm. El precipitado obtenido

(el cual es el complejo be, crudo) fué resuspendido finalmente en el amortiguador TSH.

Por uitimo, para la obtencién del complejo bc, puro, el complejo crudo se diluyé a una
concentracién de proteina de 10 mg/ml y se le agregd colato de potasio al 20 % para
dejario a 0.25 mg/mg de proteina. De la misma forma que para el complejo crudo, se

realizaron 4 precipitaciones con sulfato de amonio saturado (54 m¥/100 ml; 8.35 mi/1C0
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ml; 3.45 m/100 ml y 11.5 m{/100 ml) dejando reposar 10 min a 0 °C y centrifugando 10
min a 45,000 rpm en cada caso.
El complejo be, contenido en el Gltimo precipitado se resuspendié gentilmente con el

amortiguador TSH y se almacend a -70 °C.

3. Técnlcas electroforéticas.
A) Geles analfticos.

Este tipo de geles se utilizaron para visualizar 20 ug de las proteinas obtenidas en
forma pura (complejo be,, fraccién de subunidad VI y Vill, subunidad Vil pura e IgG
puras) los cuales se resuspendieron en una mezcla de digestién (dejando una relacién
1:1 de muestra:mezcla digestora que contenia Tris-HCL 100mM (pH 6.8), glicero! 30 %,
azul de bromofenol 0.3 %, B-mercaptoetanol 4 % y SDS 10 %). Los geles fueron
corridos a 100 V durante 10-12 horas a temperatura ambiente. Las proteinas fueron
visualizadas por medio de la tincion de los geles con azul G de Conmasie o nitrato de
plata (para el caso de las igG) posterior a la fijacién del gel.

Solo en el caso de las IgG-, las muestras se colocaron § minutos en agua hirviendo
para provocar la desnaturalizacion total de las cadenas pesadas y ligeras minutos antes
de cargar las muestra al gel.

Las condiciones de electroforesis aplicadas para este tipo de geles asi como las
utilizadas para ia fijacién de las proteinas al gel, fueron las mismas que las reportadas
por el método de Shagger y cal, (1986) que a su vez es una modificacion a Ia técnica

-original reportada por Laemmli (1970} en la cual se utiliza glicina en el amortiguador
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superior en lugar de tricina.
En ésta técnica se utilizaron geles de poliacritamida al 10 % para el caso de las IgG

puras y al 16 % para el caso de las proteinas restantes en presencia de 0.3 % de SDS

como agente desnalturalizante.

Los amorliguadores utilizados durante la electroforesis fueron:
1) Amortiguador Superior (Catédico): Tris 0.1 M, Tricina 0.1 M
y SDS 0.1 %.
2) Amortiguador Inferior (Anddico): Tris-HCI 0.2 M (pH 8.9}
La mezcla utilizada para la preparacién de los geles fué la siguiente:

Gel Separador Get! de Muestra

Acrilamida* 1.5 mi 0.25 mi
Amortiguador de geles** 2.5 mi 0.78 m!
Glicerot 0.8ml(1g) -

{0.795 % viv)

Agua destilada 2.5 ml 2.1 ml
* La acrilamida utilizada fué una mezcla de acrilamida-bis acrilamida que se
encontraba a una concentracién de 49.5 %T y 3 %C [en donde T representa la
concentracién del monémero de acrilamida + bis-acrilamida en a/100 m! (% piv) y C el
% en peso de T debido al agente entrecruzador ({bis acrilamida)].

** El amortiguador de geles estuvo constituido de: Tris 3M, HC1 1 My SDS 0.3 %.
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B) Geles preteiildos.

La electroforesis en geles preteiiidos con azul G de Coomasie fué llevada a cabo
siguiendo la técnica reportada por Schigger y col (1988). En esta técnica se utilizaron
geles de acrilamida al 16 % en las mismas condiciones de SDS como agente
desnaturalizante que las mostradas en el Inciso A).

En este tipo de electroforesis ;exlste una variacién en la composicidn del amortiguador
superior {catédico) dada por la presencia de azul G de Coomasie, lo que permite
visualizar a ias proteinas durante ef tiempo de corrida para posteriormente extraerlas del
gel en forma aislada sin dadarlas.

Este tipo de slectroforesis fué aplicado para geles de acrilamida de tamaiic normal
o geles grandes. El tiempo de corrida para estos Uitimos fué de aproximadamente 3 dlas
(dado que el tamafio de cada gel fué de 40 x 50 cm de altura) aplicando 100 V a
temperatura ambiente en ambos casos.

Este tipo de geles se utilizaron para la purificacién de la subunidad VIl a partir de
dos muestras: una que contenfa al complejo be, puro y otra que contenia a las
subunidades VI y VIl puras (Garcia-Ponce, 1992) cargando 80 ug de proteina en cada
carril. En estos casos el gel no fué tratado con la solucidn fijadora ya que la finalidad de

utilizar esta técnica fué la de poder extraer a ias proteinas del gel.
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Los amortiguadores utilizados fueron los siguientes:
1) Amortiguador Superior (Catddico): Tris 0.1 M, Tricina 0.1 M, SDS 0.05 % y azul G
de Coomasie (SERVA) 25 mg/l.

2) Amortiguador Inferior {Anddico): Tris-HCI 0.2 M (pH 6.8)

C) Geles de segunda dimensién.

Los geles de segunda dimensién fueron utilizados para asegurar la ausencia de
cualquier efecto producido por el azui G de Coomasie (contenido en el amortiguador de
corrida de los geles pretediidos) en la migracién de las subunidades de bajo peso
molecular del complejo be,. De acuerdo a lo anterior, los geles fueron realizados como
en los casos anteriores siguiendo 1a técnica reportada por Schigger y col (1986).

En los geles para la primera dimensidn se cargaron 20 ug de proteina en cada carrit
y se dejo migrar el gel a 100 V por una noche a temperatura ambiente utilizando el
mismo amortiguador superior (catadico) que el utilizado en el inciso B). Posteriormente,
se contd uno de los carriles que contenlan a fa proteina obtenida de fa primera dimensidn
y se incubd durante 2 h con un amortiguador que contenia: SDS 25 %, glicerol 10 %,
Tris-HC1 0.0625 M (pH 6.8), DTT a una concentracién final de 10 mM y B-mercaptoetanol
a-una concentracion final del 5 % con agitacién constante. Transcurrido el tiempo de

incubacién, se dejo correr la proteina (contenida en sl carrii de este gel) en una segunda
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dimensidn utilizando un amortiguador superior sin azul G de Coomasie. Este ultimo fué
fijado y tefido posteriormente con la misma técnica y una vez analizado se observé que
no existe ninguna variacién, por lo menos en estas condiciones, en la migracién de las

subunidades de bajo peso molecular.

4. Prueba de ELISA para la caracterizacién de anticuerpos.

Se incubd el antigeno (en este caso 20 pg del complejo be, puro delipidado y sin
delipidar) en cada uno de los pozos de las placas para ELISA durante una noche a 4 °C
con agitacion rotatoria suave. Posteriormente, se lavaron los pozos dos veces con el
amortiguador PBS [NaCl 136 mM, KCI 2.68 mM, Na,HPO, 10.14 mMy KH,PO, 1.76 mM
{pH 7.4)] a temperatura ambiente durante 15 min y se incubaron el resto del dia con el
mismo amortiguadoer conteniendo albdmina sérica de bovino 3 % y azida de sodio 0.02
% (1) con el fin de bloquear los sitios inespecificos.

Se repitieron lés favados con el amortiguador PBS dos veces durante 15 min en cada
caso y se hizo reaccionar cada pozo con el anticuerpo correspondients
(Inmunoglobulinas G completas (IgG) o fragmentos Fab) en diluciones de 10" a 10" en
el amortiguador | durante una noche a 4 °C con agitacién suave.

Al siguiente dia se repitieron los lavados y se incubd con un segundo anticuerpo anti
1gG de conejo conjugado con fosfatasa alcalina (dilucion 1:3000) durante 2 h con
agitacion suave.

Finalmente, se incubé la placa con una solucion alcalina de dietanolamina 10 mMy
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cloruro de magnesio 0.5 mM para después agregar el sustrato (p-nitro fenil fosfato) el

cual produce la coloracién caracteristica medida en el lector de ELISA a 405 nm.

5. Purificacién de inmunoglobulinas G.

La mugstra obtenida de la precipitacién al 40 % con sulfato de amenio que contenia
a los anticuerpos especificos para cada subunidad, se dializé contra 2 litros del
amortiguador PBS sin KCL y NaCi durante una noche con el {in de eliminar el contenido
de sales de amonio. Posteriormente, se sometid S una cromatografia en una columna
de protefna-G unida a Sefarosa 4B, equilibrada con Na,HPO, 20 mM (pH 7.0) y se eluyd
con un amortiguador de glicina-HC! 0.1 M (pH 2.7) neutralizando las muestras
rapidamente con Tris (pH 8.0) para evitar su inactivacién., Las muestras eluidas que
contenian a las inmunoglobulinas G (IgG), mostraron un pico de absorcién a 280 nm por
lo que fueron concentradas y separadas en alicuotas. La pureza de las inmunoglobulinas

fué contirmada por electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS.

6. Produccién de fragmentos Fab,
La obtencién de los fragmentos Fab se llevd a cabo por medio de la digestién de las
1gG especificas para las subunidades V y VI del complejo be, con papaina inmobilizada.

La metodologia utilizada se divide en dos partes:
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1) Lavado de la papaina inmobilizada.

Se anadieron 4 mi del amortiguador de digestién (NaH,PO, 20 mM, cisteina-HCI 20
mM y EDTA-Na, 10 mM) a 0.5 ml de papaina inmobilizada mezctando suavemente con
el fin de favar a la enzima. Posteriormente, se separé el amortiguador por centrifugacidn
y se repitid el lavade dos veces mds desechando en cada caso el sobrenadante.
Finalmente la papaina inmobilizada se resuspendié en 0.5 ml del amortiguador de
digestion quedando lista para la digestién de tas 1gG.

2) Generacién de los fragmentos Fab.

Se afiadié 0.5 mi del amontiguador de digestién a 0.5 ml de 1gG previamente
dializadas contra un amortiguador de: NaH,PO, 20 mM y EDTA 10 mM (pH 7.0).
Posteriormente esta mezcla se combind con un tubo que contenia a la papalna
inmobilizada incubando 5 h en un bafio con agitacién vigorosa a 37 °C. Una vez
transcurrido este tiempo, se separd a la papaina de la muestra por centrifugacion,
afadiendo previamente al digerido Tris-HC1 10 mM (pH 7.5). El sobrenadante obtenido,
el cual contiene a fas 19G digeridas y no digeridas, se pasé por una columna de proteina
A inmobilizada en la cual quedaron retenidos los fragmentos Fc de cada IgG obteniendo
en el primer volitmen una fraccién enriquecida de fragmentos Fab cuantificada a 280 nm
espectrofotométricamente. La digestion de las 1gG fué confirmada por electroforesis en

geles de potiacrilamida-SDS.
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7. Delipidacién del complejo be,.
Para la delipidacién del complejo se siguieron dos metodologias:

1) De acuerdo a la técnica reportada por Yu y Yu (1980), el complejo be, purificado se
diluyd hasta una concentracién de 10 mg/ml con un amortiguador que contem’g: NaH,PO,
50 mM/colato de sodio 0.5 % (pH 7.4} y se dejoé incubar a 0 °C durante 20 min.
Posteriormente se lievé al 45 % de saturacion con sulfato de amonio y se centrifugd
durante 20 min a 17,000 rpm. E! precipitado obtenido se resuspendié en un
amorntiguador que contenfa NaH,PO, 50 mM, cotato de sodio 0.5 % y glicerol 20 % (pH
7.4) y se llevd a una concentracion de proteina de 10 mg/m!. El tratamiento con sulfato
de amonio saturado se repitié tres veces mads y el Gltimo precipitado obtenido (el cual
contenfa al complejo be, delipidado} se disolvié en una mezcla de Tris-HCI 50
mM/sacarosa 0.67 M (pH 7.8) y se guardd a -70 °C.

2) Se llevé a cabo la delipidacién por medio de la accién de un “coctel* de las
fosfolipasas A, B, C y D de acuerdo a la técnica reportada por Yu'y Yu (1980): El
complejo be, se llevé a una concentracién de 1 mg/ml con un amortiguador que contenia
Na,HPO, 50 mM y colato de sodio 0.5 % {pH 7.4} y se dejo incubar con las fosfolipasas
(contenidas en un amortiguador de NaH,PO, 50 mM y glicerol 50 % (pH 7.4)) durante
1 ha23°C. Una vez realizado lo anterior, se paré 1a reaccién de fosfolipasas con
EDTA 3.5 mM y |la muestra obtenida se utilizé inmediatamente para medir su actividad

an ausencia de fosfolipidos o adicionando 1 mg de fos{olipidos/mg de proteina.
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8. Preparacién de fosfolipidos.

La mezcla de lipidos empleada para Ia reconstitucién de la actividad del complejo fué

la siguiente:
Fosfatidil colina 140 mg/ml
Fosfatidi! etanolamina 2 mg/mi
. Cardiolipina 4 mg/ml

Dicha mezcla estd basada en la composicién dé {osfolipidos de ta membrana interna
mitocondrial (Capaldi, 1982).

Esta mezcla se evaporé con nitrogeno y se disolvid en el amortiguador PBS
quedando a una concentracion de 10 mg/ml. Posteriormente se sonicé aproximadamente
15 veces con pulsos de 15 segundos y descansos de 10 seg hasta obtener una mezcla

transltcida fa cual fué guardada en alicuotas a -70 °C.

9. Medicién de la actividad del complejo be,.

La actividad del complejo bc, delipidado y sin delipidar fué medida
espactrofotométricamente siguiendo !a reduccion catalizada del citocromo ¢ de caballo,
asi como [a reduccidn quimica de éste sustrato. Las mediciones se llevaron a cabo en
un espectrofotémetro de doble haz DW-2a UV/VIS, AMINCO a las longitudes de onda
de 540 y 550 nm (modo dual) {en las cuales el citocromo ¢ reducido muestra su pico de

absorcidn) de la siguiente manera:
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A} La medicién de la actividad del complejo be, delipidado y sin delipidar fué llevada a
cabo incubando 20 ug de! complejo durante 20 min a temperatura ambiente en el
amonrtiguador PBS que contenfa: albuimina sérica de bovino 0.1 %, glicero! 1_ %, colalo
de sodio 0.1 % y feni! metil suifonil flucruro (PMSF) 1 mM . Posteriormente se le
adiciond a la mezcla 45 pg de los fosfolipidos para lievar a cabo su reconstitucién y se
dejé incubar 10 min a la misma temperatura. Posteriormente, se procedid a medir la
actividad utilizando como reductor un andlogo de la quinona (el 2,3-dimetoxi 5-metil &-
dacil, 1,4-benzoquinona (DBH,)) a una concentracién final de 15 UM para iniciar la
reaccién y como aceptor citocromo ¢ de caballo oxidado a una concentracidn final de 30
HM.

B) La actividad residual del complejo delipidado fué medida en las mismas condiciones
que en A), pero en prasencia de los anticuerpos e inmunoglobulinas G especificos para
las diferentes subunidades det complejo a concentraciones crecientes, agregandolos en
la primera incubacidn y posteriormente reconstituyendo con la misma mezcla de
fosfolipidos. Este método también se utilizé para la medicién de actividad en presencia
de los fragmentos Fab obtenidos para las subunidades V y VL.

C) La inhibicién aditiva de la actividad del complejo se realizé de la misma forma que
en A), sélo que después de incubar con el anticuerpo correspondiente, se adiciond un
segundo anticuerpo y posteriormente se llevé a cabo la reconstitucién del complejo con
la mistna mezcla de fosfolipidos.

D) La actividad residual del complejo medida a diferentes temperaturas se realizd de
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la misma manera que en A), sélo que las incubaciones correspondientes fueron llevadas
acaboa0, 4,25y 35°C.

E) La actividad residual fué también medida a diferentes concentraciones finales de
{fosfolipidos (10, 20 y 30 mg/ml) en las misma condiciones que en A).

F) La reduccién quimica de !a reaccion fué medida en ausencia del complejo be, con
el andlogo de quinona DBH, y el citocromo ¢ de caballo a las mismas concentraciones

y en el mismo amortiguador descrito en A).

10. Reduccién dej 2,3-dimetoxi 5-metil 6-decil, 1,4 benzoquinona (DBH,).
(Trumpower y Edwards, 1979)

Se disolvieron 100 mg de DBH, en 1 ml de etanol absoluto en un tubo de vidrio y se
Hlevaron a un volumen final de 5 mi de etanol. Posteriormente se le agregé 5 m! de agua
y se agité vigorosamente adicionando ditionita hasta que la mezcla se torné color amarillo
paja.

Para asegurar la reduccidn del andlogo de quinona, se adiciond una pizca de
borohidruro de sodio y se agitd vigorosamente. Se llevé a cabo la extraccién del DBH,
adicionando 2 ml de ciclohexano y dejando reposar. Una vez formadas las dos fases,
se separé la fase superior (la cual contenia al DBH, reducido) y se le agregd de nuevo
ciclohexano, para llevar a cabo la misma extraccién dos veces mds. Finalmente, las
fases superiores extraidas se reunieron y se evaporaron a sequedad bajo un flujo de

nitrégeno. La quinona reducida se disolvié en 2 mi de dimetilsulféxido (DMSO)
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acidificado en presencia de HCL 0.1 mM y se guardé a -70 °C.

11. Caracterizacién espectrofotométrica del comple]o be,.

Las mediciones realizadas para la obtencidn de los espectros diferenciales del
complejo be, puro delipidado y sin delipidar, fueron hachas en un espectrofotémetro UV
160 U SHIMADZU de la siguiente manera:

Se colocaron 25 pg del complejo b, puro en una celda de cuarzo que contenfa 1000
ul de un amortiguador de: KH,PO, 25 mM y EDTA 0.25 mM (pH 7.2). Se afadié
ferricianuro de potaslo a una concentracién final de 0.5 mM vy se realizd la linea base del
complejo oxidado medida en un rango de absorbancia entre 450 y 600 nm.
Posterionmente, se afiadid ascorbato de una solucién 1 M {pH 7.0) de manera que se
tuviera una concentracién final de 5 mM en la celda, obteniéndose asi fa reduccion del
citocromo ¢,, mostrada por medio de la aparicién de un pico de absorcion a 553 nm cuyo
coeficiente diferencial de extincién molar (553-540) es de 17.5 mM" (Degli Esposti,
1986).

Con 'a mezcla anterior se obtiene una segunda linea base y se le afade ditionita
para obtener la reduccidn total del complejo be,. Esta reduccién es evidenciada por un
pico de absorcién a 562 nm atribuido al hemo tipo b cuyo coeficiente diferenclal de

extincién molar (562-575) es de 25 mM" (Degli Esposti, 1986).
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12, Purificacién de la subunldad Vil del complejo be, mitocondrial.

El complejo be, puro se mezcld con una solucion digestora que contenia: SDS 10 %,
glicerol 30 %, Tris-HCI 100 mM (pH 6.8) y azul de bromofeno! 0.3 %. La mezcla se
sometio a electroforesis en un gel de poliacrilamida-SDS de aproximadamente 50 x 40
cm con un amortiguador catédico compuesto de: azul de Coomasie G (Serva) 25 mg/l,
SDS (Serva) 0.05 %, Tris 0.1 My tricina 0.1 M (pH 8.15), de modo que la separacién de
las subunidades fuera evidenciada durante el tiempo de corrida (Schagger y Von Jagow,
1988). Cada carril del gel contenia 80 pg de proteina pura y el gel se dejé correr
aproximadamente 3 dias a 100 V.

Una vez obtenida la separacion de todas las subunidades de! complejo, se corté la
banda que contenia a la subunidad Vili y se transfirié a una membrana de Inmobilén
(polivinildifiorure, PVDF, Millipore) durante 4 hr a 250 mA con un amortiguador que
contenfa: Tris 25 mM/glicina 192 mM (pH 8.3) (Szewczyk y Summers, 1988).

Posteriormente se eluyd a la proteina contenida en fa membrana con una mezcla de
SDS 2 %, TX 100 1 % y Tris 25 mM (pH 8.5) incubando durante dos dias completos con
agitacion suave. La muestra obtenida en el amortiguador de elucién se liofilizd y se
solubilizé en una mezcla de acetona anhidra-tristilamina- acético-agua (85:5:5:5) en un
volémen final de 5 mi para extraer el SDS (Konigsberg y Henderson, 1983). Finalmente
se Incubd ¥ h en hielo y se centrifugd 5 min a 5,000 rpm. El precipitado se resuspendié
en uné solucién de urea 1 My Tris 25 mM (pH 8.0) para posteriormente determinar su

concentracién de proteina por el método de Lowry modificado por MarKwell y col (1978).
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13. Disefio de un péptido sintético de la subunidad VIil.

Aprovechando que la secuencia de aminodcidos para !a subunidad Vil habia sido
anteriormente reportada (Wakabayashi y col, 1982), se decidié someterla a un analisis
de estructura para detectar las regiones mads antigénicas, con el fin de disefiar un péptido
sintético que facilitara la obtencién de anticuerpos. Este tipo de andlisis fué flevado a
cabo por medio de un algoritmo con el cual se obtuvo el grado de hidrofilicidad de la
secuencia y por lo tanto el fragmento que tedricamente seria el mads antigénico
(Programa PC-GENE, algoritmo de Hopp y Woods, 1981). De esta forma, se obtuvo la
siguiente secuencia: GDPKEEEEEEEEL-amida, la cual fué sintetizada por la casa
comercial *Multiple Peptides Systems® (San Diego, California 92121, USA) y purificada

por HPLC.

14. Acoplamiento del péptido sintético a acarreadores.

El acoplamiento del péptido a albtimina o hemocianina se llevé a cabo siguiendo las
dos metodologias que a continuacién se describen:

1) 10 mg del acarreador con 10 mg del péptido, se llevaron a 1 ml de amortiguador
PBS y se sonicaron % h. Posteriormente, se les afadi6 giutaraldehido al 26 % y se
incubaron una noche con agitacién suave. Finalments se dializaron 4 h contra el
amortiguador PBS y se guardareon en alicuotas.

2) Se agregé6 0.5 mi de 1-(3-Dimetilaminopropil)-3-etil carbodimida hidrocloruro 0.33
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M a 1 mi del péptido (10 mg/ml) y se ajusté el pH a 4.5 >t 0.5 con HC1 0.1 N. Se agité
5 min a temperatura ambiente y se le agregd 0.5 mi del acarreador (21 mg/ml), se agité
a temperatura ambiente por 4 h y se paré 1a reaccién con 0.2 m! de acetato de sodio 0.1
M (pH 5.0). Finalmente el péptido acoplado se dializd contra el amertiguador PBS y se

guardé en alicuotas.

15. Obtencién de anticuerpos poticlonales.

Para obtener los anticuerpos especificos contra la proteina pura de interés o contra
el péptido sintético solo o acoplado a acarreadores, se llevaron a cabo dos metodologias:

1) Se inyect6 intramuscularmente 100 pg de la proteina contenida en una mezcla con

1 ml de adyuvante completo de Freund en conejos hembra de aproximadamente 1% kg
de peso. Después de tres semanas, se realizaron dos refuerzos con la mitad de la
concentracion de proteina inicial contenidos en 1 m! de adyuvante incompleto de Freund,
dejando el mismo tiempo de espera entre cada refuerzo y/o
2) Se realizaron 10 inyecciones subdérmicas en el dorso del conejo previamente limpio
{Zelesna y col, 1992} cada una con 0.1 mi de una mezcla que contenia 10 ug de
proteina con adyuvante completo de Freund. Después de tres semanas se realizd un
refuerzo con la mitad de la proteina inicialmente empleada acompaiiada del adyuvante
incompleto.

Transcurridos los tiempos de refuerzo para cada caso, se extrajeron 20 mi de sangre

los cuales una vez formado ef coagulo, se centrifugaron de 33-40 min a 15,000 pm. El
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sobrenadante obtenido, el cual contiene la fraccidn de inmunoglobulinas, se precipité dos
veces con sulfato de amonio (al 70 y 40 %) y se centrifugd 10 min a 10,000 rpm en
cada caso. Finalmente la porcidn enriquecida en anticuerpos (40 %) se resupendié en
ol amortiguador PBS y se verificd la reaccién antigeno-anticuerpo tanto por

inmunoréplicas tipo Western como por la prueba de ELISA.

16. inmunoréplicas Tipo Western. (Hawakes y col 1982; Towbin y col 1979)

Se realizaron geles de poliacrilamida-SDS de los cuales se cortaron en tiras las
partes de interés y se incubaron con un amortiguador de transferencia (Tris 25 mM,
glicina 192 mM, metano! 20 % y SDS 0.1 %) durante 30 min a temperatura ambiente.

Por otra parte, se colocé en la rejilla una esponja mojada con el mismo amortiguador,
encima un papel filtro mojado, las tiras del gel sobre el papel filtro y encima la membrana
de nitrocelulosa. Esta se cubrié a su vez con otro papel filiro y esponja mojados. Se
cerré larejillay se colocé en una cdmara que contenfa el amortiguador descrito y se dejé
transferir a 250 mA durante 4 h con agitacién.

Posteriormente se sacaron las membranas de nitrocelulosa que contenfan a la
proteina de interés y se tavaron con amortiguador TBS (Tris-HC! 20 mM y NaCl 0.5 M
pH 7.5) durante 5 min con agitacidn suave dos veces. Se bloquearon los sitios
inespecificos con una mezcla de TBS y gelatina al 3 % durante 5 h, después de lo cual
se lavaron dos veces con el amortiguador TTBS (TBS conteniendo Tween-20 0.05 %)

para despuds agregar el anticuerpo a probar en una solucién de TTBS y gelatina 1 %.
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Se incubaron 5 h con agitacion suave y se les agregé u.n anticuerpo anti 1IgG de conejo
conjugado con fosfatasa alcalina (Biorad) en una solucidn de TTBS con gelatina 1% y
agitdndose durante 5 h. Las membranas se lavaron dos veces con TTBS durante 5 min
y se les agregd una solucién alcalina de NaHCO, 0.1 M y MgCl, 1 mM (pH 9.8). La
reaccién antigenc-anticuerpo se reveld con 5-Bromo 4-Cloro-3-Indolil fostato (BCIP) y
nitro azul de tetrazolio (NBT). Finalmente se lavaron las membranas con agua

bidestilada y se guardaron en la obscuridad hasta ser fotografiadas.
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IV. RESULTADOS.

1. Ausencla de Inhibicién por anticuerpos en el complejo bc, mitocondrial
intacto.

Tomando en cuenta que uno de los objetivos del presente trabajo se refiere a
explorar cudl es la participacion de algunas de las subunidades en el complejo bc, por
madio de la reaccién con anticuerpos especificos, se realizaron diferentes incubaciones
del complejo con los anticuerpos especificos contra las subunidades de alto peso
molecular {subunidades I, Il, }l, IV, V y Vi) por separado, interpretando la inhibicién de
la actividad obtenida del complejo después de dicha incubacién, como el resultado de un
bloqueo provocado por la interaccién antigenoc-anticuerpo. Los resultados mostrados en
la Figura 11 indican que no existe ningin tipo de inhibicién provocado por tales
anticuerpos. De acuerdo a o anterior se procedié a eliminar a los fosfolipidos que
contenia el complejo be, puro intacto ya que muy probablements impiden la interaccién
antigeno-anticuerpo segun los datos reportados por Yu y Yu (1980). La eliminacién de
los fosfolipidos se llev$ a cabo por dos métodos: la precipitacion con sales de amonio

y la incubacion con fosfolipasas.

2. integridad y actividad dei comple]o bc, delipidado.
El tratamiento de delipidacién por precipitacidn con sales de amonio y por accién de

fosfolipasas son métodos drdsticos para la eliminacion de los fosfolipidos contenidos en
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la preparacién del complejo be, puro de corazén de bévino; el primero porque puede
desnaturalizar parcialmente al complejo y el segundo por la posibilidad de contaminacién
por proteasas en la mezcla de fosfolipasas. De acuerdo a lo anterior, se realizaron
electroforesis con 20 pg del complejo delipidade por ambos métodos de acuerdo al
método descrito por Schdgger y Von Jagow (1987) utilizando geles de poliacrilamida at
16 % en presencia de SDS teflidos con azul G de Coomasie, con el fin de comprobar si
realmente éstas preparaciénes no mostraban ninguna diferencia en el contenido de
subunidades.

Con e! gel de la Figura 12 A se pudo comprobar que a medida que se incrementé
el nimero de precipitaciones con sales de amonio, el contenido de subunidades no se
vié alterado significativamante. Por otra parte en la Figura 12 B se comparé al complejo
delipidado por precipitaciones con sales de amonio con el obtenido después del
tratamiento con fosfolipasas y con el complejo sin delipidar, utilizando las mismas
concentracionds de cada complejo. Se observé que no existe ninguna diferencia
significativa en la composicidn polipeptidica, sin embargo, se decidié probar la actividad
del complejo delipidado {con 50 pg de proteina en cada ensayo) después de cada uno
de los pasos de precipitacion.

L.a Tabla 2 muestra los resultados de la actividad residual obtenida para el complejo
be, después de cada paso de precipitacién con sales de amonio.

Con los resultados obtenidos en la Figura 13 A, utilizando una muestra de complejo
diferente a la mostrada en la Tabla 2, fué evidente que a partir de la tercera

precipitacién, la actividad residual del complejo delipidado por medio de precipitaciones
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Figura 12 A. Comparacién del patrén electroforético del complejo b, de corazén de
bovino en geles de poliacrilamida-SDS al 16 % con respecto al aumento en el nimero
de precipitaciones con sales de amonio. Cada niimero de carril corresponds al nimero
‘de precipitacién realizada, y B. comparacién del patrén electroforético del complejo be,

intacto (carrit 1), delipidado con sales de amonio (carril 2) y delipidado con fosfolipasas
(carril 3).
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Actividad control

Nimero de precipitaciones
del complejo
be; puro 1 2 3 4 S & 7 8
2.27 0.981 0.566 0.182 0.142 0.117 0.022 0.014 0.008
{100%) {43.2)(24.9)(8.0) {6.25)(5.15)(0.96)(0.61) (0.35)
1.91 0.990 0.600 0.164 0.155 0.106 0.015 0.014 0.010
(100%)

(51.8)(31.4)(8.58)(8.11) (5.55)(0.78) (0.73) (0.52)

Tabla 2. Actividad residual del complejo bc, puro medida por duplicado en

diferentes grados de precipitacién con sales de amonio. (umolas de cit ¢ reducido/min/mg
de proteina).
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con sales de amonlo, se reduce a un 0.6 % oscllandt; en esto valor hasta la octava

- precipitaciiSn probada en la cual la actividad residual del complejo es del 0.2 %. Enla
Figura 13 B se comprobd la importancia de 1a reconstitucién del complejo delipidado con
una mezcla de fosfolipidos, ya que la actividad residual del complejo que fué
reconstituido mostrd ser substancialmente mayor en comparacién con el complejo que
né se reconstituyd.

Estos resultados también fueron corroborados con la preparacién del complejo ;:iue
fué delipidado por medio de la accién de una mezcla de fosfolipasas (Figura 14). En
este caso, a medida que se aumentd el tiempo de incubacidn con estas enzimas, la
actividad residual del complejo (posteriormente reconstituido con una mezcla de
fosfolipidos} fué disminuyendo hasta llegar a una actividad residual del 56 % después de
una hora de incubacién. Como fué de esperar, la actividad residual del complejo sin
reconstituir decayé drasticamente.

Tomando en cuenta los resultados anteriores, se realizé un espectro diferencial de
la preparacién del complejo sin delipidar y detipidado por ambos métodos para descaﬁar

. gue 1a disminucidn de ia actividad fuera el resultado de un dafio a nivel de los
centros hémicos del complejo. De ésta forma, se obtuvo una relacién de citocromo
blcitocromo ¢, = 1.8 para el complejo delipidado por precipitaciones, de 2.0 para el
complejo delipidado por fosfolipasas y de 1.88 para el complejo sin delipidar, lo cual nos
indicd que el contenido hémico estaba dentro de los valores tedricos esperados, tomando
en cuenta que existe una estequiometria b/c, entre 1.8 y 2,0 en las preparaciones de

somplejo be, puro intacto.
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Ya que los datos ds inhibicién de la actividad y reconstitucién del complejo fueron
mds altos para aquel que fué delipidado con sales de amonio, todos los experimentos

subsecuentes de este trabajo fueron realizados con éste complejo.

3. Reaccién antigeno-anticuerpo del complejo delipidado y sin delipidar.

De acuerdo a los datos reportados por el grupo de Haley y col (1986), se decidié
probar si la reaccién antigeno-anticuerpo obtenida por medio de la prueba de ELISA (en
la cual se asume que el antigeno permanece en forma nativa) era diferente para el
complejo delipidado que para el complejo sin delipidar. En la Figura 15 se puede
apreciar que esta reaccion resultdé ser un orden de magnitud mayor para el complejo
delipidado probado con dos anticuerpos monoespeciticos dirigidos contra las

subunidades Vy VI.

4. Reaccldn antfgeno-anticuerpo del complejo be, dalipidado en presencia de
seis anticuerpos monoespecificos.

Con el fin de estudiar la participacién de algunas de las subunidades de! complejo
en la actividad del mismo por medio de una estrategia inmunoquimica, se decidio realizar
inicialmente una caracterizacion de seis anticuerpos (obtenidos previamente en el
laboratorio) por medio de su reaccidn antigenc-anticuerpo tomando como herramienta
la prueba de ELISA.

En la Figura 16 se muestran los resultados obtenidos al incubar 20 ug de complejo

be, pure delipidado en contacto con concentraciones crecientes de los anticuerpos
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especificos contra las seis primeras subunidades del complejo (I, Il, Ill, IV, V y VI, la
reaccion especifica de estos es mostrada en la Flgura 17 evaluada por la técnica de
Western Blot). La reaccidn obtenida con el anticuerpo contra la subunidad V resulté ser
la mds fuerte, ya que a concentraciones muy bajas del mismo (8 x 10° pg de anticuerpo)
se obtuvo el 50 % de la reaccidn antigeno-anticuerpo comparada con la de los demds
anticuerpos, siguiéndole la reaccién obtenida con el anticuerpo contra la subunidad
estructural | con el cual el 50 % de la reaccidn se obtuvo con aproximadamente 8 x 10~
* ng. Dichos resultados coincidieron con los obtenidos con las inmunoréplicas tipo
Western, ya que estos anticuerpos pueden ser utilizados hasta en diluciones de
1:100,000 en ambos casos.

La linearidad de éste tipo de reacciones puede ser visualizada en la Figura 18. En
este caso la reaccién fué medida cada 5 min para una subunidad representativa de la
matriz (subunidad VI) y otra representativa del espacio intermembranal (subunidad V),
y para la reaccién obtenida con un suero preinmune. En estas puebas se observé que
el anticuerpo especifico para 1a subunidad V tuvo una alta reaccién antigeno-anticuerpo
transcurridos 10 minutos de iniciada la reaccién utilizando una concentracién de t x 10~
® pg de anticuerpo, siendo que en el caso del anticuerpo especifico para la subunidad
V! se obtiene una reaccién similar pero después de una hora de iniciar la reaccién. Un
dato importante que se encontrd fué el de la reaccion obtenida con el anticuerpo
proveniente de suero preinmune, ya que en nuestras condiciones experimentales se
obtuvo una reaccién antigenc-anticuerpo a altas concentraciones del mismo (20 y 10 pg

de anticuerpo) indicando que todas las reacciones obtenidas con los anticuerpos contra
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Figura 17. Inmunoréplica tipo Western en la cual se muestra !a reaccién obtenida
con anticuerpos especificos para las seis primeras subunidades del complejo be,. En
todos los carriles se cargaron 40 pg de proteina. Cada carril fué decorado con los sueros
especificos contra las siguientes subunidades: Carril 1: Sub I, 2: I}, 3: ! (cit b), 4: IV (cit
c,}), 5: V (proteina fierro-azufre) y 6: VI.

8



2.5
11%70s
2
¥4
+
s * TExIe
st
°
r
b
L)
n
c 1
1 Ta0-N0 v
a
(408 am)
(X33
4
o a4 e a -
0. 5 10 15 20 25 30 35 40 45 60 S5 60

tiompo {min)

menImO-~ONDTR

{405 nm)

05

28 i e ——T
2
13 RLx" ]
HEY
°
1
b
H
H
€ 1
]
. 5
(405 nm)
05 2us

o S
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

tismpo {min}

uO 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 &5 €0

tlempo {min)

Figura 18. Reaccién antigeno-anticusrpo del complejo be, delipidado con respacto
al tiempo de la reaccién, evaluado por 1a prueba de ELISA y medida en prasencia de
congentraciones crecientes (en 1g) de anticuerpos especificos para A) la subunidad V,
B) Vl y C) suero preinmune.
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las subunidades del complejo a altas concentraciones son inespacificas.

5. Caracterizacién de la actividad del complejo be, delipidado en presencla de
sels anticuerpos especificos. )

Para estudiar cual seria la participacién de las seis subunidades de alto peso
molecular en !a actividad del complejo bc,, se realizaron pruebas de actividad en
presencia de cada uno de los anticuerpos especificos, bloqueando a cada una de las
subunidades en el complejo en forma independiente, con las mismas concentraciones
crecientes utilizadas en las pruebas de ELISA.

Las actividades fueron medidas a 25 °C, ya que después de probar tres temperaturas
de incubacién (4, 25 y 35°C), fué en estas condiciones donde se obtuvieron las
actividades mds altas. Las actividades que se grafican fueron las actividades residuales
obtenidas después de reconstituir con una mezcia de fosfolipidos.

Como se muestra en la Flgura 19, los resultados otenidos fueron los siguientes:

1) En los seis casos probados, la actividad del complejo disminuyé a bajas
concentraciones def anticuerpo correspondiente, posteriormente se estabilizé en un rango
en el cual no se observaron variaciones significativas y finalmente decrementé una vez

mads a altas concentraciones de cada anticuerpo.

2) En e} resuitado obtenido para el anticuerpo especifico contra el citocromo b
(subunidad ll1), se observd que ain utilizando bajas concentraciones del anticuerpo la

actividad del complejo se inhibié significativamente hasta llegar a un 35 % de actividad
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residual (65% de inhibicién) con 100 pg de anticuerpo. Este resultado fué obtenido
unicamente para esta subunidad, lo cual confirma su importante participacién en la

actividad del complejo.

3) Enlo que se refiere a los resultados obtenidos utilizando anticuerpos especificos
contra las subunidades | y VI, se observd que la actividad del complejo se inhibié un 58

y 48 % respectivamente utilizando bajas concentraciones de anticusrpo (1 x 107 yg).

4) Entodos los casos la inhibicién mayor de la actividad fué obtenida entre los 10
y 100 ug de anticuerpo, sin embargo es importante mencionar que a estas mismas
concentraclones los anticuerpos obtenidos de un suero preinmune dan la misma
inhibicién de fa actividad del complejo. Por io tanto, los resultados obtenidos a sstas
concentraciones no se consideraron inhibiciones especificas, sino mas blen una inhibicidn
por efecto estérico. De acuerdo con estos resultados se realizé una comparacién entre
el grado de inhibicién de la actividad obtenida cuando fueron utilizados anticuerpos
especificos contra subunidades ubicadas en la matriz mitocondrial (Il y Vi) y contra
subunidades ubicadas en el espacio intermembranal (IV y V), estos resultados se
muestran en la Figura 20.

Los resultados mostraron que el grado de inhibicidn obtenido utilizando anticuerpos
especificos contra las subunidades ubicadas en la matriz mitocondrial fué mds
pronunciado atn con bajas concentraciones de los anticuerpos, obteniéndose un 35 %

de actividad residual. Ademas se observé que dentro de éstas mismas, la reaccién de
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Figura 20. Comparacién de! porciento de la actividad residual del complejo be,
dellpidado medida en presencia de concentraciones crecientas de anticuerpos especfficos
contra: (A) las subunidades ubicadas en e espacio intarmembranal y (B) en la matriz
mitocondrial, después de reconstitulr con una mezcla de fosfollpidos. ’
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inhibicién con el anticuerpo especifico contra fa subunidad VI fué todavia mayor que la
obtenida con el anticuerpo especifico para la subunidad Il. Sin embargo, para las
subunidades ubicadas en el espacio intermembranal, se observd que ta mayor inhibicién
se obtuvo cuando fueron utilizadas altas concentraciones del anticuerpo correspondiente.

Para comparar las concentraciones a ias cuales se obtiene la mitad de la reaccién
en cada caso. se realizé una tabla comparativa que contiene las concentraciones de
anticuerpo a la cual se obtuvo el 50 % de la reaccion antigeno-anticuerpo y de actividad
residual utilizando cada anticuerpo por separado (Tabla 3). Er: ecte caso se observd que
las concentraciones requeridas para estas reacciones fueron diferentes an cada caso,
ya que para algunos anticuerpos se necesitd menores concentraciones de anticuerpo
para producir el 50 % de la actividad con respecto a la reaccién antigeno-anticuerpo, tal
fué el caso de la subunidad lll o citocromo b en la cual se obtuvo un 50 % de inhibicién
de la actividad a una concentracién de 3 x 10 g de anticuerpo comparada con 0.1 pg
para el caso del 50 % de reaccién antigeno-anticuerpo.

El caso inverso fué obtenido para la subunidad V en donde e! 50 % de la inhibicién
de la actividad se dié a una concentracién de 60 ug de anticuerpoy el 50 % de reaccién
antigenc-anticuerpo se dié a 9 x 10 * pg de anticuerpo.

Sin embargo, ain cuando se obtuvieron resultados diferentes, se observé que se
requieren bajas concentraciones de anticuerpo para obtener el 50 % de la reaccién
utilizando los anticuerpos especificos contra fas subunidades expuestas hacia la matriz

mitocondrial, as subunidades |, Il, y VL.
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Anticuerpos A) Concentracién de B} Concentracidn de
especificos anticuerpo necesaria anticuerpo necesaria
para las sub- para la reaccién para obtener el 50 %
unidades: antigeno-anticuerpo. de la inhibicién de
la actividad del
complejo.
1 (1) 8 x 107! 6 x 107
2 (II) 5 x 10 4 x 1077
3 (1I11) 1 x 107 5 x 10
4 (1V) 10 9 x 107
5 (V) 9 x 107° 1 x 10
6 (VI) 8 x 107 6 x 10°°
reg. amino-
terminal (sub III) 6 x 107 6 x 107
reg. carboxilo-
terminal (sub III) 8 x 107 1 x 107

Tabla 3. Concentracion de anticuerpo (en pg) a la cual se obtuvo A) el 50 % de la
reaccién antigeno-anticuerpo y B) el 50 % de la actividad residual del complejo be,
cuando fué incubado con concentraciones crecientes de anticuerpos dirigidos contra las
subunidades de alto peso molecular del complejo be,.
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6. Inhiblcidn aditiva de ia actividad de! complejo be, dellpidado.

Con el fin de observar si se podria obtener una inhibicién aditiva de !a actividad del
complejo utilizando varios anticuerpos en un mismo ensayo, se probé medir la inhibicion
en presancia de dos anticuerpos especificos (contra las subunidades V y VI) (Figura 21).

Los resuliados obtenidos mostraron un tipoe de inhibicién en el cual a bajas
concentraciones del anticuerpo, la actividad residual no disminuyé significativamente. Sin
embargo, a medida que se aumentd la concentracidn dsl anticuerpo la inhibicién de la
actividad fué cada vez mayor. Este mismo resultado fué obtenido al incubar el complejo
be, delipidado en presencia de un anticuerpo especifico obtenido por la inoculacién en

conejos de las dos subunidades de alto peso molecular juntas (subunidades | y Ii).

7. Caracterizacién de la actividad del complejo be, delipidado en presencia de
anticuerpos especificos para dos péptidos sintéticos del citocromo b.

Ya que hasta la fecha todavia no se ha identificado Ia ubicacién correcta de la regién
amino terminal en la secuencia del citocromo b por estrategias inmunoquimicas, se
utilizaron anticuerpos especificos contra dos péptidos sintéticos de las regiones
correspondientes para el extremo amino y carboxi-terminal del citocromo b puro para
probar si la actividad del complejo be, era afectada por el bloqueo de estas regiones y
dar asi una evidencia de fa posible ubicacién de las mismas.

La reaccidn especifica para estas regiones es mostrada en la Figura 22 en Ja cual

se obtiene la aparicién de una banda para el citocromo b en presencia de los anticuerpos
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Flgura 22 A. Patrén electroforético del complejo bg, intacto en un gel de
poliacritamida-SDS al 16 % tefiido con azul G de Coomassie en el cual se mueastra al
citocromo b purificado y B. Inmunoréplica tipo Western del complejo be, en presencia de
anticuerpos especificos para las regiones (1) amino y (2) carboxilo-terminal del citocromo
b asf como para (3) en presencia de un anticuerpo generado contra ia subunidad
completa (citocromo b).
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anti amino y carboxilo-terminal evaluado por la técnica de inmuréplicas tipo Wasterm.

Como se muestra en la Figura 23, la actividad de! complejo en presencia del
anticuerpo especifico contra la regidn amino-terminal presenté una disminucién
significativa tomando en cuenta que a una concentracién de aproximadamente 1 x 104
ug de anticuerpo, se obtuvo un 45 % de inhibicién de la actividad.

Llevando a cabo este mismo tipo de experimentos pero ahora en presencia del
anticuerpo especifico contra la regién carboxi terminal, se observé que la disminucion en
el porcentaje de actividad es muy baja ya que a la misma concentracion de
anticuerpo que en el caso anterior, la actividad se inhibid solamente en un 10 %. Sin
embargo si estos resultados son comparados con aquellos obtenidos por un anticuerpo
contra el citocromo b completo, se puede observar que la inhibicidn de la actividad a esa
misma concentracion es el doble de la obtenida por los anticuerpos anteriormente
descritos, sin embargo, es importante tomar en cuenta que los anticuerpos especificos
contra las regiones amino y carboxi-terminal realmente estdn reaccionando como
anticuerpos que para fines practicos pueden actuar como "monoclonales” ya que estdn
reconociendo una pequefia secuencia de 11 residuos de aminodcidos, por lo que la
reaccion obtenida en estos ensayos puede considerarse altamente especifica.

Una comparacién del 50 % de inhibicion de la actividad del complejo y de la reaccidn
obtenida por la prueba de ELISA en presencia de estos anticuerpos se presentada en

la Tabla 3.
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8. Obtencién de inmunoglobulinas G puras espeacificas para dos subunidades
del complejo bc, puro.

Para demostrar que son las inmunoglobulinas tipo G {IgG) las Unicas que estdn
dando la reaccion de unidén antigeno-anticuerpo y la inhibicién de la actividad del
complejo, se llevé a cabo la purificacién de éstas a partir de una preparacion precipitada
al 40 % con sales de amonio que contenia a los anticuerpos especificos. Esta
purificacién se llevd a cabo para los anticuerpos contra las subunidades V y VI (contra
una subunidad expuesta al espacio interrﬁembrana| y otra hacia la matriz mitocondrial).

Los perfiles obtenidos de cada purificacién después de cargar la muestra en una
columna de sefarosa 48 proteina-G (Figura 24), mostraron el mismo comportamianto,
en el cual se obtuvo un primer pico correspondiente al volimen de exclusidn que contuvo
proteinas del suero. Posteriormente se obtuvo un segundo pico resultado de ia elucidn
con un amortiguador de glicina (pH 2.7} la cual contuvo el volimen enriquecido en
inmunoglobulinas.

En la Flgura 25 se muestra un gel de acrilamida ai 10 % en presencia de SDS en
el cual se observan las muestras tanto del volimen de exclusién como de las 1gGs puras,
éstas Ultimas como dos bandas de alto y bajo peso molecular correspondientes a las
cadenas pesadas y ligeras de las inmunoglobulinas. Como marcadores de pesos

moleculares se utilizéd una muestra del complejo be, puro de corazén de bovino.
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Figura 24. Perlil de elucién obtenido para la columna de Sefarosa 4B acoplada a
proteina G en donde se muestra la purificacién de inmuncglobulinas G (IgG) especificas
contra el citocromo ¢, (subunidad [V) del complejo be, mitocondrial.
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9. R 16n antigeno-anti po del plejo be, delipldado en presencla de
inmunoglobulinas G puras especificas contra dos subunidades.

La reaccion anlfgéno-anticuerpo con 1gG puras fué medida de acuerdo a la técnica
de ELISA incubando 20 ug de antigeno (complejo bce, delipidado puro) con cantidades
crecientes de cada 1gG. En la Figura 26 A, se observé que no existe una gran variacion
en la reaccion en comparacién con la obtenida con una preparacién cruda de
inmunoglobulinas para las mismas subunidades ya que el 50 % de la reaccidn se obtuvo
a 7 ug de IgG para la subunidad IV y a 9 x 10 pg para 1a subunidad V los cuales caen

en los mismos rangos de concentracién que los mostrados en la Figura 26 B.

10. Obtencién de fragmentos Fab generados a partir de dos inmunoglobulinas
puras especificas para las subunidades V y VI.

De acuerdo a los resultados oblenidos en los cuales se demostré que existe una
inhibicién de 1a actividad del complejo si se incuba a éste con anticuerpos espascificos
contra las diferentes subunidades, se quizo comprobar si parte de esta inhibicién no era
un resultado del efecto estérico de las inmunogilabulinas, ya que su peso molecular es
de 150,000 Da tomando en cuenta las regiones Fc y Fab en donde la segunda es la
responsable del reconocimiento de cualquier epitope especifico.

De esta forma, se generaron fragmentos Fab a partir de preparaciones que contenian
IgGs puras especificas contra las subunidades V y VI las cuales fepresentan a las

regiones intermembranal y de |a matriz mitocondrial respectivamente, asi como de suero
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preinmune para comprobar si la inhibicion del complejo mostraba el mismo
comportamiento. El gel realizado de acrilamida al 10 % mostrado en la Figura 27
muestra las preparaciones de lgGs puras para cada subunidad.

Como se describié en la metodologia, los fragmentos Fab se generaron por digestiéon
con papalna {como se muestra en el esquema de la Figura 28) y se obtuvieron en forma
pura a partir de una columna de proteina A acoplada a agarosa en la cual quedan
retenidos los fragmentos Fc libres o sin digerir. Los perfiles de elucién se muestran en
la Figura 29, El primer pico de elucién obtenido es una preparacién de fragmentos Fab
tibres; los fragmentos Fc fueron eluidos posteriormente con un amortiguador de glicina
pH 2-3.

La Figura 30 A contiene los resultados obtenidos después de haber sometido a las
muestras, tanto de fragmentos Fc y Fab puros como de IgGs sin digerir, a una
electroforesis en ge! de poliacrilamida al 10 % en ausencia de 3-mercapto etanol como
agente reductor. La banda obtenida en el segundo carril correspondié a IgGs puras sin
digerir, las cuales mostraron un peso molecular de 150,000 Da; el tercer carril mostrd
una banda con peso molecular aproximado de 50,000 Da, caracteristico de la presencia
de fragmentos Fab libres y por Gltimo el cuarto vcarril contuvo una mezcla de fragmentos
Fe¢ con 1gGs sin digerir mostrada como productos de degradacion.

La Figura 30 B, muestra los resultados obtenidos al someter las mismas muestras
{en éste caso de las tres preparaciones de IgGs puras especificas contra fas tres
subunidades) en las mismas condiciones de electroforesis solo que en presencia de B-

mercapto setanol, con el fin de reducir los puentes disulfuro contenidos en las cadenas

86



KDa T e

4Q =

25 e

Figura 27. Gelde poliacrilamida-SDS al 10 % en presencia de B-mercaptostanol en
el cual se muestra el patron electroforético obtenido para IgG puras especificas para las
subunidades V (A), VI (B) y suero preinmune (C). Carriles 1 y 8: complsjo be, intacto
como marcador de pesos moleculares, 2, 4 y 6: vollimen de exclusién de la columna y
3, 5y 7: fraccién enriquecida en 1gG puras.
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Figura 28. Esquema que muestra la localizacién de los sitios en los cuales son
cortadas las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas para la oblencnén de fragmentos
Fab por medio de la accién con papaina.
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Figura 29. Pertil de elucion obtenido para la purificacién de fragmentos Fab a partir
de IgG puras especificas para las subunidades V (proteina fierro-azufre) y VI del
complejo be, mitocondrial asi como para lgG puras obtenidas a partir de suero preinmune
realizado en columnas de agarosa con proteina A inmaobilizada.
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Figura 30 A. Ge! de poliacrilamida-SOS al 10 % en ausencia de B-mercaplostanol, tefiido con la técnica de nitraio
de plata, on el cual se muestra la obtencion de fragmentos Fab a partir de IgG puras espacificas para la subunidad
V. Carriles 1: complejo be; intacto comoe marcador de pesos moleculares; 2: igG puras (|50 KDa), 3 fragmentos Fab

{50 KDa) y 4: fi Fe¢ o 1gG no di (150 y 50 KDa respectt Faba
partir de IgG espacifi para las V, Viy suero preinmune reahzada en Ias mlsmas condl:lones que en
Ay an presencla de B-mercaptostanal. Carriles 1y 11: complejo be, intacto como marcador de pasos moleculares;
2, 5y 8: IgG puras intactas (50 y 25 KDa); 3, 6 y 8: Fragmentos Fab (25 KDa) y 4, 7 y 10: Fragmentos Fc e 1gG no
digeridas (50 y 25 KDa).

90



de las IgGs. La diferencia es mostrada en los carriles 2y 4,5y 7, 8 y 10, en los cuales
se cbservaron tanto a las IgGs puras como a las no digeridas como dos bandas

caracteristicas de las cadenas pesadas y ligeras.

11. Reacclén antigeno-anticuerpo e inhibicidén de la actividad del complejo be,
delipldado en presencia de fragmentos Fab.

La reaccidn antigenoc-anticuerpo obtenida cuando se incubaron 20 pug de complejo
be, en presencia de concentraciones crecientes de los fragmentos Fab especificos para
las subunidades V y VI (Figura 31 A) fué practicamente fa misma que ia obtenida
utilizando los anticuerpos completos (Figura 16). En éste caso también, ta reaccién
obtenida para los fragmentos Fab especificos contra 1a subunidad V fué mayor por tres
ordenes de magnitud a la reaccién obtenida por los fragmentos Fab especificos para la
subunidad VI. Esta diferencia se visualizé a partir de concentraciones pequefias de cada
anticuerpo (2 % 10 © ug).

Los resultados de inhibicidn de la actividad del complejo se muestran en la Figura
31 B, en la cual utilizando concentraciones molares equivalentes a las de lgGs
completas, se pudo cbservar un decremento drdstico en ésta cuando el complejo fué
incubado con concentraciones conocidas de los fragmentos Fab especificos contra 1a
subunidad V. Aln utilizando concentraciones muy pequefias de estos fragmentos (1 x
10 ? pg) ta actividad residual obtenida fué del 40 %, obteniendo una actividad residuat
final a 100 pug de fragmentos Fab del 11 %. A diferencia de éstos resultados, los

obtenidos para los fragmentos Fab especificos contra ta subunidad VI no mostraron
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inhibicién alguna a bajas concentraciones ds los fragmentos sino hasta concentraciones
del orden de 1 x 10 ug.

Los resultados obtenidos al incubar el complejo con los fragmentos Fab de suero
preinmune curiosamente mostraron una inhibicién de la actividad a concentraciones bajas
de 1 x 107 pg, en la cual se obtuvo una actividad residual del 65 % y no tnicamente a
concentraciones altas de los fragmentos como se mostré en los resultados obtenidos

cuando se utilizaron IgGs de suero preinmune sin digerir.

12. Modelo tedrico sobra la participacién de ia subunidad Vil en la actividad
del complejo be, mitocondrial de corazén de bovino.

Uno de los objetivos planteados en éste trabajo {ué la de estudiar la participacion de
la subunidad VHi en la actividad del complejo be, ya que, como ha sido anteriormente
propuesto en 1a literatura, parece ser que ésta subunidad podria producir un cambio
conformacional en el citocromo ¢, tal que le permitiera interaccionar con el citocromo ¢
soluble durante la transferencia de electrones en el espacio intermembranal de ia
mitocrondria (Kim y King, 1983 y Kim y col, 1983).

En primera instancia, se produce un modelo tedrico sobre cémo es que ésta
subunidad estaria interactuando con las subunidades vecinas para llevar a cabo la
transferencia de los electrones. Este modelo fué construido basado en fas caracteristicas
de estructura secundaria de las subunidades VIll, X y citocromo ¢, obtenidas a partir de
la secuencia primaria sometida a diversos algoritmos sobre prediccién de estructuras

secundarias (o-helices, B-plegadas y torciones) (Chou y Fasman, 1978 y Garnier y coal,
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1978), perfiles de hidropatia {(Kyte y Doofittle, 1982), pérﬁles de hidrofilicidad (Hopp y
Woods, 1981), prediccién de hélices asociadas a la membrana (Rao y Argos, 1982),
andlisis de regiones flexibles y prediccion de segmentos de la secuencia que se
expanden en la membrana (Klein y col, 1985 y Eisenberg y col, 1984).

En la Figura 32, se muestra un esquema obtenido a partir de los andlisis antes
mancionados donde presentamos este modelo original. La estructura secundaria para
la subunidad IV ha sido parciaimente esquematizada. El modelo tedrico propone dos
estados conformacionales para las tres subunidades ubicadas en el espacio
intermembranal de la mitocendria.

El primer estado se refiere a ia estructura que tomarian éstas subunidades en
ausencia del citocromo ¢ soluble, en el cual necesariamente, se llevarian a cabo
interacciones entre las subunidades X-VIil, IV-X y IV-VIll favorecidas por interacciones
entre cargas opuestas de cada subunidad y regiones flexibles de las mismas.

El segundd estado se refiere a la estructura conformacional que tomarian estas
subunidades durante 1a transferencia de electrones en presencia del citocromo ¢ soluble.
En éste caso, las interacciones esperadas entre cada subunidad serian: cit c-Vill, cit c-X,
cit c-1V, IV-X, IV-Viil y VIlI-X en las cuales se favoreceria el cambio conformacional del
citocromo ¢, dado por la subunidad Vill para 1a interaccién con el citocromo ¢ soluble.

De acuerdo a lo anterior, el modelo propuesto hablaria de una estructura en forma
de “tijera® {(dada por las subunidades VIll, X y cit ¢,) la cual estaria abierta unicamente
en presencia del citocromo ¢ soluble y cerrada en ausencia de éste. El enfoque

experimental escogido para poder aportar evidencia para dicho modelo fué el de purificar
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la subunidad VIlI, producir anticuerpos contra ella y estudiar la formacién de productos

de entrecruzamiento con EDC por medio de inmunoréplicas tipo Westem.

13. Purificacién de la subunidad Viil a partir del complejo be, mitocondrial.

La subunidad Vill fué purificada a partir de una preparacién de complejo be, puroy
de una preparacién que contenia tnicamente a las subunidades VI y Vil (Figura 33).
Dicha preparacién fué obtenida a partir de la técnica descrita por Garcla-Ponce (1992).

E! sistema de geles utilizado para 1a purificacién requirié de un amortiguador catédico
con azul G de Coomasie {25 mg/l) y de un tiempo de corrida de aproximadamente 72 h,
por lo que se probd si éstas condiciones experimentales no daban como resultado
cambios en la movilidad electroforética de ias subunidades del complejo. Para ello se
corrieron electroforesis de doble dimensién en geles de poliacrilamida al 16 % con 30 ug
del complejo be, puro en las mismas condiciones de trabajo en presencia y en ausencia
de B-mercapto etanol. Los resultados obtenidos de éste experimento se muestran en las
Figuras 34 A y B en los cuales se observd que no existe ninguna variacién en la
movilidad electroforética de estas subunidades.

De acuerdo a lo anterior, se obtuvo una preparacién de la subunidad VIl pura
visualizada en un gel de poliacrilamida al 16 % tefido con la técnica de nitrato de plata

{Oakley y col, 1980 y Wray y col, 1981) (Figura 35).
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Figura 33. Gel de poliacriiamida-SDS al 16 % tenido con azul G de Coomassie en
el cual se muestra una preparacién que contiene a las subunidades Vi y Vil puras.
Carril 1: complejo be, puro como marcador de pesos moleculares y 2: subunidades VI
y VI
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Figura 34 A. Patrdn electroforético del complejo be, obtenido a partir de una
electroforesis bidimensional en geles de poliacrilamida-SDS al 16 % en presenciay B.
en ausencia de B-mercaptoetancl. La primera dimensién fué llsvada a cabo con un
amontiguador catédico en presencia de azul G de Coomassie.
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14, Obtenclén de anticuerpos contra la subunldéd VIl pura.

Con el fin de obtener anticuerpos especificos contra ésta subunidad, se inmunizaron
conejos en las siguientes condiciones:

1) Conla subqnidad Vill pura sola

2) Con la subunidad Vill pura acoplada a alblimina como acarreador antigénico
utilizando dos métodos para llevar a cabo dicho acoplamiento: a) con glutaraldehido
y b) con carbodimida.

3) Con la subunidad Vill pura acoplada a hemocianina en las misma condiciones que
en el punto 2).

4) Con el péptido sintético obtenido a partir de la subunidad VIl acoplado a los
mismos acarreadores antigénicos (albimina y/o hemocianina) en las mismas
condiciones que en el punto 2).

Los resultados obtenidos al analizar cada uno de los sueros resuitantes mostraron
reaccién inespecifica contra ias dos subunidades de mayor peso molecular (las
subunidades sestructurales | y 1I) o contra la subunidad V (proteina fierro-azufre) y
ninguna reaccién contra la subunidad VIll. De acuerdo con lo anterior, estos resultados
confirman la sugerencia de que ésta subunidad es muy poco antigénica, ya que a la
fecha ningin grupo de investigacién a reportado la obtencién de anticuerpos especificos

contra ella.
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Flgura 35. Subunidad Vill pura obtenida a partir del complejo bc, mitocondrial
mostrada en un ge! de poliacrilamida-SDS al 16 % tefiido con la técnica de nitrato de
plata. Carril 1y 12: complejo be, intacto como marcador de pesos moleculares; 2-11:
subunidad VIl pura.



V. DISCUSION.

Como se ha mencionado, este trabajo se centrd en estudiar, mediante una estrategia
inmunoquimica, cud! es la participacion de algunas de las subunidades en la actividad
del complejo be,.

De acuerdo a lo anterior, iniciaimente se plantearon dos estrategias metodoldgicas
por medio de las cuales es posible estudiar la participacién de una subunidad especifica
en la actividad de una proteina oligomérica. Estas dos estrategias fueron: 1) el
aislamiento de una subunidad del complejo y su posterior reconstitucién y 2) bloqueando
ta subunidad integrada al complejo por la interaccién con anticuerpos especificos. En
éste trabajo hemos seguido la segunda estrategia para tratar de resolver las preguntas

formuladas al inicio.

1. Importancia de los fosfolipldos en la estructura de las protefnas y en la
Interacclén antigenoc-anticuerpo.

Existen estudios de cémo es que se lleva a cabo la interaccién lipido-proteina en
complejos membranales mitocondriales como la ubiquinol citocrome ¢ dxido-reductasa,
fa succinato citocromo ¢ éxido-reductasa y la citocromo ¢ oxidasa asf como el estudio
sobre la participacion de los fosfolipidos en las conformacioneas estructurales adquiridas

por estas proteinas oligoméricas (Yu y Yu, 1980 y Schéigger y col, 1990).
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La interaccién lipido-proteina de gran importancia en proteinas integrales de’
membrana y en complejos oligoméricos integrales, ya que se ha podido demostrar que
si se eliminan a los fosfolipidos (en el caso de! complejo be, de corazén de bovino) por
medio de tratamientos con detergentes como el Tritén, la estructura del cqmple]o se
madifica de tal forma que su actividad disminuye significativamente (Schagger y col,
1990).

De acuerdo con esto, se deriva 1a importancia de haber obtenido preparaciones det
complejo be, puro carente de foslolipidos {delipidado) por medio de un tratamiento con
sales de amonio. El incremento en el nimero de precipitaciones con dichas sales
decrementd dréasticamente la actividad del complejo como ya habia sido observado en
otros trabajos (Yu y Yu, 1980). Sin embargo, con este tratamiento se facilito la
interaccidn con los anticuerpos especificos.

Cualquier tratamiento para llevar a cabo la eliminacién de los fosfolipidos (por lo
menos en el caso del compiejo be,) produce una disminucién moderada o dréstica en la
actividad del complejo dependiendo de! método utilizado. Parte de este decremento se
debe a un cambio producido en las subunidades con centros redox reflejado en
modificaciones en los ndmeros de recambio o en la reduccidn "tamprana® del citocromo
¢, (Yuy Yu, 1880 y Schéagger y col, 1990).

La relacién molar entre los citocromos b y ¢, del complejo lIl mitocondrial es de dos
citocromos b por un citocromo ¢, en el mondmero de complejo en condiciones nativas.

Tomando en cuenta los trabajos reportados anteriormente, podemos hablar de que

nuestra preparacién no mostré cambios importantes en la composicion molar de los
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citocromos b y ¢, ya que los andlisis espectroscopicos mostraron una relacién de 2:1
como en el complejo intacto. Cuando se lleva a cabo la purificacién de alguna de las
subunidades como la V {proteina fierro-azufre), por medio de columnas hidrofdbicas (de
fenil sefarosa) como las realizadas por el grupo de Shimomura y co! (1984), se obtiene
la pérdida de uno de los centros hémicos del citocromo b por razones hasta ahora
desconocidas, por lo que el obtener una preparacion del complsjo carente de
fosfolipidos y con un contenido hémico normal nos proporciond un sistema éptimo para
la realizacién posterior de las actividades especificas en presencia y en ausencia de los
fosfolipidos.

La recuperacidén en la actividad del complejo bc, delipidado depende de las
condiciones en las cuales se haya llevado a cabo el tratamiento. Si la delipidacion fué
realizada por la accién de detergentes, la recuperacién serd mayor que en el caso de
haber incubado al complejo intacto en presencia de {fosfolipasas (en este caso la
fosfolipasa A,). Se ha comprobado que esto se debe principalmente a que la cantidad
de fosfolipidos eliminados en el tratamiento con fosfolipasas es total (Schéagger y col,
1990). Debido a esto, realizamos los experimentos posteriores con el complejo
delipidado por el tratamiento con sales de amonio.

En ambos casos, la recuperacién en la actividad se produjo al poner en contacto al
complejo delipidado con una mezcla de fosfolipidos [en nuestro caso de fosfatidilcolina,
etanolamina y cardiolipina en a misma proporcién que se encuentran en la membrana
interna mitocondrial (Capaldi, 1982)] en la cual tedricamente se restablecen las

interacciones lipido-proteina para obtener una conformacion estructural muy parecida a
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la que tenfa el complejo intacto. Las actividades del.complejo delipidado obtenidas
después de la reconstitucién con los fosfolipidos nunca llegé a ser la misma de! complejo
intacto, sin embargo, estos resultados estédn de acuerdo con los anteriormente reportados
(Shégger y col, 1990).

Existen datos que proponen un restablecimiento de la estructura secundaria de una
proteina integral carente de fosfolipidos evaluada por su actividad especifica. Algunas
caracterlsticas que deben tomarse en cuenta, son: 1) e! tipo de fosfolipidos empleados
para la reconstitucién de cada complejo oligomérico (en este caso el complejo be,), ya
que se ha podido demostrar que las cabezas polares (con carga positiva) de los
fosfolipidos son parte esencial en la reactivacion del complejo y 2) los sitios de alta y
baja afinidad que se encuentran en cada protelna (en e! caso de que sea integral de
membrana o completamente hidrolilica) ya que si no existen sitios preferenciales de
unidn en las regiones hidrofobicas de la proteina, la afinidad de unién de los fosfolipidos
sera baja (Schagger, 1990).

Los datos anteriores pueden explicar porque con nuestra preparacion, solamente se
obtuvo una reactivacion del 25 % de la aclividad inicial. Probablemente los sitios
preferenciales para la unién de los fosfolipidos en cada subunidad no se encontraban
expuestos de la misma manera que en el complejo intacto, esto provocado por una
desnaturalizacién parcial de la proteina por los tratamientos con las sales de amonio.
Ademds hay que tomar en cuenta que nuestra preparacién es un complejo oligomérico,
el cual posee subunidades hidrofébicas e hidrofilicas y que las diferencias entre una

conformacion sin lipidos y una normal pueden ser numerosas.
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Es importante mencionar que las caracteristicas de la mezcla de fosfolipidos utitizada
para el complejo be, es completamente diferente a la que se requeriria para reconstituir
la actividad an otros complejos mitocondriales como el de 1a citocromo oxidasa, esto
puede deberse a las dilerentes caracteristicas en 1a hidrofobicidad de los donadores de
electrones especificos para cada complejo durante la transterencia de electrones, en
estos casos el ubihidroquinol y el citocromo ¢ respectivamente (Brandt y col, 1989).

Como ya se menciond anteriormente, la interaccidn antigeno-anticuerpo se lleva a
cabo por medio de un contacto directo de! anticuerpo especifico con la protelna o la
subunidad en cuestién. En este trabajo utilizamos anticuerpos especiticos tanto para
subunidades que son integrales de la membrana como el citocromo b, como para
subunidades que son preponderantemente hidrofilicas como las subunidades
estructurales | y II.

De acuerdo a esto, los fosfolipidos con los cuales se obtiene al complejo be, puro
bloquearon la interaccién de los anticuerpos especificos para la subunidad It (o
citocromo b}, esto resulta l8gico, ya que ésta es una subunidad integral de membrana,
sin embargo, al incubar al complejo intacto (sin delipidar) con anticuerpos especificos
contra las subunidades hidrofilicas (I y 1l) se obtuvieron también resultados negativos a
pesar de que los anticuerpos mostraron una alta reaccidén en imnunotransferencias tipo
Western. Solo al llevar a cabo !a delipidacién del complejo puro se observé un efecto
con los seis anticuerpos probados.

La posible explicacién para los datos discutidos anteriormente se refiere a cémo se

flevan a cabo las interacciones lipido-protefnas, ya que se ha podido observar en
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di Ist que las | iones entre las superficles polares expuestas de los

fostolipidos asf como las interacciones estereo especificas con la protefna juegan un
papel muy importante. Ademds se ha podido observar en proteinas membranales (con
los centros de reaccién cristalizados provenientes de bacterias fotosintéticas) que la
micela lipido-detergente rodea completamente las zonas hidrofdbicas de las proteinas
{Rothy col, 1989y 1991) lo cual justitica la necesidad de llevar a cabo la deipidacion del
complejo para facilitar 1a interaccién con los anticuerpos especiticos contra et citocromo
b.

Sin embargo, para el caso de las subunidades hidrofilicas | y It, resulta poco claro
la necesidad de llevar a cabo la delipidacién de! complejo para que se establezea la
interaccién antigenc-anticuerpo. Los trabajos reportados utilizando muestras de 1gG
puras cristalizados y fragmentos Fab derivados de estos, muestran que Ia interaccién con
el antigeno se lleva a cabo en zonas especificas en las cuales existen residuos de
aminodcidos cargados o arométicos (Rini y col, 1992). Si se lleva a cabo el andlisis de
la secuencia de aminodcidos reportada para las subunidades | y Il de complejo be, de
corazén de bovino (Gencic y col, 1991) se puede observar que existe una zona en la
cual la presencia de este tipo de amino4cidos se encuentra con mayor frecuencia (a
partir del aminodcido 80 al 250) y tomando en cuenta que es la zona central de la
secuencia, se puede argumentar que muy probablemente esta parte estd dirigida hacia
ol interior del centro del complejo, muy cercana o directamente relacionada a la
estructura del citocromo b. Por lo anterior, pensamos que la presencia de algunos

fosfolipidos que se encuentren cercanos a esta zona pueden interferir en la interaccién
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de los anticuerpos con la subunidad.

2. Reaccién antigeno-anticuerpo inespecifica obtenida con sueros prelnmunes.

La reaccién antigeno-anticuerpo fué evaluada por la técnica de ELISA y por la
obtencidn de actividades residuales incubando al complejo delipidado en presencia de
concentraciones crecientes de los anticuerpos generados contra las diferentes
subunidades. Los resultados obtenidos en el presente trabajo utilizando la técnica de
ELISA, muestran una reaccidn positiva a concentraciones de aproximadamente 20 pg de
anticuerpos (0.7 molas de anticuerpo/mol de be,).

En lo que se refiere a la inhibicién de la actividad del complejo utilizando estos
mismos sueros, se observd que la reaccion inespecifica fué evidente a concentraciones
iguales o mayores a 100 ug del anticuerpo (3.3 molas de anticuerpo/mo! de bc,), por ello
es vdlido decir que todas las inhibiciones obtenidas en este rango de concentracién son
inespecificas.

Sin embargo, los datos encontrados en este \rabajo..no estdn de acuerdo con lo
obtenidos por otros grupos de investigacidn, ya que en nuestro caso utilizando 100 ug
de suero preinmune y 50 ug de complejo be, puro se obliene una reaccién de inhibicién
de la actividad del 60 % que va de acuerdo con los datos obtenidos por la técnica de
ELISA; esto contrasta con los resultados obtenidos por grupos como el de Haley y cot
(1986) en los cuales reaiizan también incubaclones con 15 pg del complejo be, utifizando

concentraciones crecientes del suero preinmune hasta de 2 mg (222.2 molas de
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anticuerpo/mol de be,) sin obtener una reaccién inespecriica dada por efectos estéricos.
De igual forma estos resultados se presentan en los trabajos realizados por el grupo de
Usui y col (1991) en los cuales se midié fa inhibicién de la actividad con 40 ug de!
complejo be, utilizando concentraciones hasta de 10 pg (0.4 molas de anticuerpo/mol de
be,) de suero preinmune sin obtener una reaccién inaspecifica. Esto resulta un tanto
contradictorio con sus propios resultados, ya que cuando miden la reaccién antigeno-
anticuerpo por la técnica de ELISA, con solo 5 pg de suero preinmune (0.2 molas de
anticuerpo/mol de be,} encuentran una reaccién positiva creciente, por fo que seria légico
encontrar en sus pruebas de actividad una reaccion positiva de inhibicién dada por efecto
estérico con éste suero.

Los resultados obtenidos en éste trabajo fueron realizados siguiendo las mismas
relaciones de concentracién de anticuerpo/antigeno que en los trabajos anteriormente

citados, por lo que la comparacion con dichos trabajos es valida,

3. Topologla det complejo be,.

Existen trabajos realizados por diferentes grupos de investigacién en los cuales se
han utitizado anticuerpos especificos contra el complejo be, total y anélogos de lipidos
fotorreactivos con los cuales se ha podido evidenciar cudl es la ubicacidn, en la
membrana interna mitocondrial, de las diferentes subunidades que integran a este
complejo (Nelson y Mendel-Hartvig, 1977 y Gutweniger y col, 1981).

Analizando las inhibiciones residuales obtenidas con los anticuerpos especificos para
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las subunidades estructurales de alto peso molecular, las subunidades | y N, se pudo
observar que a bajas concentraciones de los anticuerpos especificos se obtenia una
inhibicion residual en un rango de aproximadamente el 60 % y esta decrementaba al 40
% cuando se utilizaban mayores concentraciones del anticuerpo (de 1 a 10 pug), lo cuat
sugiere la participacién de dichas subunidades en la actividad del complejo.

Los resultados obtenidos pueden ser explicados a la luz de trabajos anteriormente
realizados utilizando tratamientos con papaina de! complejo completo, en los cuales se
ha podido observar que cuando la digestién con ésta enzima produce una protedlisis
parcial de la subunidad Il, se observa una supresién en la translocacion de protones,
sugiriendo algun papel de esta subunidad en la estabilizacién de las especies de
semiquinonas {Lorusso y col, 1985). Existen también estudios en los cuales se ha
sugerido fa participacién de estas dos subunidades en el procesamiento de proteinas de
matriz como es el caso de la subunidad | (Schulte y col, 1989 y Waeiss y col, 1990) y
como parte fundamental en la estructura del complejo bc, para el caso de la subunidad
11 (Tzagololf y col, 1986}, por lo que los resultados de inhibicién obtenidos en el presente
trabajo podrian deberse a algun cambio estructural provocado por los anticuerpos que
esté dando como resultado un efecto directo en la actividad especifica del complejo.

En lo que se refiere a la inhibicién obtenida por anticuerpos especificos contra el
citocromo b o subunidad IlI, se observé que dichos anticuerpos produjeron la inhibicidn
mds evidente en la actividad especifica del complejo aln a concentraciones muy bajas.
Se han reportado varios trabajos con los cuales se ha evidenciado ia importancia en fa

estabilidad de la estructura en proteinas integrales de membrana, como es el caso del
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citocromo b, dada por la presencia de lipidos interactuando con las regiones mds
hidrotébicas de la proteina (Schigger y col, 1990).

Por medio de predicciones de plegamiento se ha sugerido que los dos grupos hemo
del citocromo b estdn ubicados en una especie de °sandwich® entre columnas
helicoidales que corren a lo fargo del plano de la membrana las cuales estdn asociadas
a través de ligandos de histidina at hierro hémico (Wikstrom y Krab, 1986). Ademds, la
funcién definida para el citocromo b radica en conservar al segundo electrén liberado
durante la oxidacion del ubiquinol para regresarlo a través del espacio intermembranal
a la poza de quinonas en el centro Q, (Rieske, 1986).

De acuerdo a estos datos, podemos pensar que:

1) El tratamiento con sales de amonio para llevar a cabo la delipidacién del complejo
afectd directamente a !a estructura secundaria del citocromo b. Existen evidencias en
fas cuales se muestran este tipo de cambios por medio de variaciones en el espactro
dptico y de resbnancia paramagnética de! electron del citocromo b como resultado de la
eliminacidn de lipidos en una preparacidn de succinato citocromo c-reductasa. Estas
variaciones son restablecidas después de reconstituir con una mezcla de fosfollpidos
{Salerno y col, 1986). Y ya que ésta es la tnica subunidad del complejo que estd
completamente integrada a la membrana, la ausencia de lipidos en la misma produjo
cambios estructurales importantes que repercutieron en la actividad del complejo.

2) La interaccién del anticuerpo especifico contra esta subunidad produjo un cambio
estructural sobre este citocromo, provocando que aun después de la reconstitucion del

complejo con la mezcla de fofolipidos ésta subunidad ya no lleve a cabo el paso de los
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elactrones en su ruta normal.

Con lo que se refiere a la inhibicion del complejo provocada por los anticuerpos
especilicos contra las subunidades IV y V, se observé que esta no fué tan dramdtica
como la anterior, aun cuando son dos de las subunidades importantes para la actividad
del complejo. La posible explicacién a este hecho es discutida con base en la
comparacidn realizada de las inhibiciones obtenidas con anticuerpos especiticos para las
subunidades que estdn orientadas hacia el lado de la matriz y del espacio
intermembranal.

Como se observé en los resultados, los anticuerpos que produjeron una inhibicidn
importante en la actividad del complejo fusron aquellos que estaban dirigidos contra las
subunidades orientadas hacia la matriz mitocondrial {subunidades 1, It y VI), lo cual a
priori no se esperaba tomando en cuenta que ia transferencia de electrones llevada a
cabo por medio del ciclo Q, se realiza a través de las subunidades expuestas hacia el
espacio intermembranai (subunidades IV y V).

Sin embargo, se ha reportado la existencia de dos centros importantes de unién para
el ubiquinol: 1) el centro Q, en el cual se une con la proteina fierro-azufre y 2) el centro
Q, asociado con el sitio de reduccién de la ubiquinona (Rieske, 1986) y que los sitios
cataliticos en ambos centros se derivan a partir de diversos genes ancestrales por medio
de una evolucién convergente (Gabeliini y col, 1988). Estos dos centros estdn asociados
directamente con la estructura del citocromo b, sin embargo el centro Q; estd orientado
hacia et lado de la matriz mitocondrial, al igual qus las subunidades |, It y VI.

También se ha encontrado que !a regidn del citocromo b que estd orientada hacia el
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espacio intermembranal posee residuos de aminoécido.;) que han sido conservados en
la evolucidn en proteinas de procariontes y mitocondriales, sin embargo, hay una
divergencia sustancial con respecto al citocromo b de cloroplasto y el citocromo b de
tripanosomas (Howell, 1989). A su vez, se ha comparando la secuencia de aminodcidos
de esta subunidad en diversos organismos como bacterias fotosintéticas (Rhodobacter
capsulata), trigo, espinaca, levaduras y ratdn (Howell, 1989}, encontrandose que la regién
de este citocromo que estd expuesta hacia el espacio de la matriz mitocondrial se
encuentra poco conservada.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que la interaccién obtenida entre
los anticuerpos especificos para las subunidades ubicadas hacia la matriz producen
cambios conformacionales irreversibles (como los observados con los antibidticos) en las
subunidades vecinas, ya sea la subunidad Vi o el citocromo b directamente, que sin duda
estdn afectando al centro Q,, por lo que las inhibiciones producidas con estos anticuerpos
son mayores. °

Por otra parte, los resultados obtenidos para {a subunidad VI mostraron un 50 % de
fa inhibicidn de la actividad del complejo en presencia de su anticuerpo especilico
utilizando concentraciones bajas del mismo (del orden de 0.4 pg del mismo,
cofrespondiente a 14 umolas de anticuerpo/mol de be,), en comparacién con las
obtenidas, por ejemplo, con la subunidad ll. También se ha propuesto que la subunidad
Vil de levadura (correspondiente a la subunidad VI en bovino) estd involucrada en la

reduccidn del citocromo b en el centro Q, del complejo be, {Japa y col, 1987).
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En concreto, proponemos que e sitio Q,, compartido por el citocromo b, la proteina
fierro-azufre, asi como la presencia cercana del citocromo c,, s una estructura compacta
y muy conservada, con grupos prostéticos que proporciona cierta rigidez a la parte
proteica. Dichas subunidades son poco susceptibles a la accién de los anticuerpos
monoespecificos. Por otra parte el sitio Q, compartido por el propio citocromo b, la
subunidad VI y la cercanfa de las subunidades | y li, es una regién poco conservada y
muy susceptible a cambios conformacionales inducidos por anticuerpos y muy
dependiente de la presencia de foslolipidos. Ademds, tomando en cuenta que los
residuos mds conservados en la secuencia de aminodcidos del citocromo b se
encuentran en el lado donde se ubica el centro Q, y no en el lado opuesto, resuita iégico

pensar que las estructuras de estas subunidades (IV y V) sean més dificiles de maodificar.

En lo que se refiere a las inhibiciones de la actividad producidas por los fragmentos
Fab generados contra las subunidades V y VI se obtuvieron resultados contradictorios,
ya.que fragmentos Fab del suero preinmune inhibieron la actividad del complejo a
concentraciones tan bajas de 1 X 10 ug, cuando en otros trabajos donde se utilizan
hasta 2 mg del mismo no se obtiene ninguna reaccién.

La inhibicién por estos fragmentos debe explorarse con mayor cuidado en el futuro,
descartando la posibilidad de que pequeiias cantidades residuales de papaina sean las

responsables de la inhibicién observada.
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4. Topologia de la regién amino-terminal del clldcromo b.

Diversos estudios se han llevado a cabo para elucidar cudl es la topologia de todos
los segmentos predichos para el citocromo b. Los primeros trabajos realizados
mostraron que el citocromo b estaba constituido por @ helices transmembranales.
Posteriormente se realizaron estudios en los cuales se propuso que la hélice 1V no era
transmembranal, sino que se encontraba fuera de la membrana orientada hacia el
espacio intermembranal pero que conservaba interacciones lipido-proteina con las
regiones vecinas del citocromo (Howwell y Gilbert, 1988; Crots y col, 1987 y Di Ragoy
col, 1988).

E! uso de fusiones génicas utilizando el citocromo b de Rhodobacter sphaeroides,
permitié dar una evidencla mds a este respecto proponiendo et modelo de ocho hélices
transmembranales en sl cual la regién carboxilo-terminal se encuentra orientada hacia
el lado de la matriz mitocondrial (Yun y col, 1981) y existen datos reportados en los
cuales se ha comprobado que la homologfa en la regién amino-terminal entre diversas
especies (levadura, cloroplastos, bovino) es muy baja comparada a la regién carboxilo-
terminal (Widger y co!, 1984).

Es impertante mencionar que el complejo b,f en cloroplastos [el cual posee un peso
molecutar de 23 KDa a diferencia del de mitocondrias (42 KDa)] muestra de 3 0 4
polipéptidos en geles de poliacrilamida incluyendo uno de 17 KDa cuya funcién es
desconocida (Hurt y col, 1981). Casualmente ésta regién posee una similitud del 30 %
en su secuencia de aminodcidos comparada con la de la regién carboxilo-terminal del

citocromo b de mitocondrias. Por o tanto se ha propuesto que el producto génico para

114



el citocromo b de 42 KDa es equivatente a dos distintos polipéptidos del cloroplasto de
aproximadamente 23 y 17 KDa codificados en un gene bicistrénico del cloroplasto
{Widger y col, 1984).

De acuerdo a estos datos se puede observar que a la fecha, no ha sido posibte dar
una evidencia la localizacién de la regién amino-terminal del citocromo b, por lo que los
estudios con anticuerpos especificos contra esta regidn son de gran importancia.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que la inhibicién de la actividad
utilizande dichos anticuerpos fué de 50 %, lo cual es muy parecido a los resultados
obtenidos con anticuerpos dirigidos hacia las subunidades expuestas hacia la matriz
mitocondrial.  Aun cuando existen estudios que proponen que la regién amino-terminal
ha sido poco conservada durante la evolucidn, nuestros datos sugieren que esta parte
del citocromo b podria estar orientada hacia la matriz mitocondrial (al igual que el centro
Q) dado que las respuestas de fa inhibicién mostradas con anticuerpos dirigidos contra
fa regién carboxilo-terminal y fa subunidad completa muestran también inhibiciones
parecidas. Sin embargo, se requieren de mds experimentos para explorar la topologia
de las regiones amino y carboxi-terminal, utilizando sistemas orientados como mitoplastos

y padticulas submitocondriales.

5. Antigenicidad de la subunidad Viil o "protefna de unién” del complejo be,.
El interés por estudiar la paricipacidn de la subunidad VI en la actividad de!

complejo be, mitocondrial radica en diversos trabajos publicados a partir de la década
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pasada en los cuales se propone a esta subunidad como indispensable para la
interaccion entre los citocromos ¢, y ¢ soluble durante la transferencia de efectrones.

Los trabajos realizados a la fecha se refieren a su caracterizacién estructural y
posible funcién, para lo cual se han utilizado estrategias bioquimicas como electroforesis
engeles de poliacrilamida-SDS, digestién con proleasas como la tripsina y quimotripsina,
espeactroscopia de absorcién de rayos X, tratamlentos con dcido p-cloromercuriocbenzéico
asi como fa incubacién con diferentes carbodimidas solubles en agua (Kim y col, 1981;
Wakabayashi y cof, 1982; Kim y col, 1988; Mukai y col, 1985; Gutweniger y col, 1983 y
Gonzdlez-Halphen y col, 1988). Sin embargo, a la fecha no se ha podido detenminar
con claridad si realmente esta subunidad participa directamente en la actividad del
complejo, por esta razén se decidid obtener anticuerpos especificos contra ésta
subunidad y comprobar, incubando al complejo en presencia de estos, si se obten{a una
disminucion de la actividad especifica del complejo que pudiera dar una prueba adicional
que apoyaé dichas aseveraciones.

Los resultados obtenidos después de inocular a la subunidad Vil pura y acoplada a
diferentes acarreadores utilizando diferentes métodos, mostraron que los anticuerpos
obtenidos reconacieron epitopes diferentes a fos de la subunidad en cuestidn adn cuando
fué utilizado un péptido sintético disefiado de manera que los anticuerpos generadas
estuvieran dirigidos contra una de fas regiones mds hidrofilicas de la proteina (una regién
que contiene un segmento de 8 residuos de ac. glutdmico cercanos a ta regién amino
terminal (Wakabayashi y cof, 1982)).

Estos resultados no fueron satisfactorios, sin embargo a {a fecha ningiin grupo de
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investigacién ha podido obtener anticuerpos especificos contra esta subunidad, por lo
que los intentos realizados en este trabajo adquieren importancia. Por otra parte, de
acuerdo a estos resultados, se ha podido comprobar que adn cuando exista una regién
altamente hidrofilica en la protefna no asegura que dicha regién sea a su vez altamente
antigénica. Concluimas que esta subunidad pequefa, de 9,175 Da, es una subunidad

de muy pobre antigenicidad.
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VI. CONCLUSIONES.

1) Es necesario obtener una preparacién de complsjo be, mitocondrial libre de
fosfolipidos para asegurar que se lleve a cabo una interaccién antigeno-anticuerpo

inhibitoria.

2) La inhibicién de la actividad obtenida por la utilizacién de altas concentraciones de
anticuerpo produjo una reaccién antigeno-anticuerpo inespecifica provocada por efecto

estérico.

3) La inhibicién de la actividad obtenida por los anticuerpos dirigidos contra las
subunidades orientadas hacia la matriz mitocondrial (subunidades I, 11 y VI) sugiere que
la reduccién de la ubiquinona, necesaria para la transferencia de electrones y realizada
en el centro Q,: puede ser alterada ya sea por cambios provocados directamente sobre

el citocromo b o sobre subunidades vecinas a éste.
4) Los resultados obtenidos con anticuerpos especificos para la regién amino-terminal

del citocromo b sugieren que probablemente ésta regién se encuentra orientada hacia

el lado expuesto a la matriz mitocondrial.
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VIl. PERSPECTIVAS.

De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo, exiten todavia una variedad
de preguntas por contestar que implicarian la realizacién de diversos experimentos
tomando en cuenta las interacciones lipido-proteina y proteina-proteina. Algunos de
estos experimentos podrian ser: 1) si se requiere una mezcla especifica de fostolipidos
para reconstituir la actividad de un complejo caracteristico tomando en cuenta los
sustratos utilizados, enténces ¢ qué tipo de interacciones estédn afectando fa disponibilidad
de la orientacién de las quinonas u otros sustralos en un complejc carente de
fosfolipidos? 2) ¢cémo se lleva a cabo Ja estabilizacion posterior de la ubisemiquinona
o de la propia conformacién de la proteina en presencia de los fosfolipidos? 3) y mas
aspecificamente jcudl de las etapas de la transferencia de electrones a partir del
ubiquino! hasta el citocromo ¢ es afectada por la eliminacién de los fosfolipidos?

Por oftra parte se derivan los experimentos que abririan la posibilidad de responder
a la pregunta de (cudl es la "ventaja®, para un complejo oligomérico, de poseer
subunidades supernumerarias ademds de las indispensables para su actividad? Los
experimentos mostrados en esle trabajo abren la posibilidad de realizar estudios
inmunoquimicos con anticuerpos especificos (en forma de IgG puras o fragmentos Fab)
contra las subunidades de bajo peso molecular (o péptidos sintéticos de éstas) como las
subunidades 1X, X y XI de las cuales todavia no se ha encontrado su funcién. Esto
resultaria interesante ya que existen datos en los cuales se ha puesto en tela de juicio

la importancia de la subunidad IX en la composicién estructural de este complejo
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(Schagger y col, 1990). De esta forma, se podria sugerir, por medio de la inactivacién
del complejo, si la participacion de esta subunidad en el complejo tiene una participacién
funcional. Por ultimo, otros de los experimentos a realizar que fecientemente han
adquirido gran importancia es el relacionado con la ubicacién del extremo amino-terminal
del citocromo b el cual a la fecha no se sabe con seguridad en que tado de la membrana
interna mitocondrial estd ubicado. Si se llevan a cabo experimentos con fragmentos Fab
de los anticuerpos especificos que ya se han obtenido en nuestro faboratorio contra esta
regién, serd posible dar una evidencia que apoys las teorias propusestas a este respecto
en las cuales se ha sugerido que probablemente esta regién se encuentre orientada en
el lado de la matriz mitocondrial.

Experimentos que pueden apoyara los resultados obtenidos en los anteriores podrian
sor los realizados incubando al complejo bc, puro en sistemas de particulas
submitocondriales y mitoplastos en presencia de las anticuerpos especificos para el
citocromo b completo y las regiones amino y carboxilo terminal, ya que a la fecha se
sabe que la regién carboxilo terminal estd orientada hacia la regién de la matriz
mitocondrial lo cual produciria reaccién positiva con el complejo integrado en particulas
submitocondriales Unicamente.

Por otra parte, es importante mencionar que este tipo de estrategias inmunoquimicas
son herramientas que junto con las bioquimicac, proporcionan argumentos validos

siempre y cuando se tomen en cuenta las condiciones dptimas para su realizacién.
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